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Abstract
HSP25 is a member of  the ubiquitous family of small heat shock proteins belonging to the
big class of stress proteins. It is related to acquiring of cellular thermotolerance, can act as
molecular chaperone, is able to inhibit polymerization of actin in vitro and can form high
molecular weight complexes. In this thesis the isolation, structural and functional characteri-
zation of this protein as well as its abundance in different tissues of rats suffering on patho-
logical forms of hypertension is analyzed:
• A method for rapid isolation of HSP25 out of Ehrlich-ascites-tumor (EAT) was estab-
lished. From isolated HSP25 low and high molecular weight material could be obtained.
• Analysis of high molecular weight complexes by means of electron microscopy and ana-
lytical ultracentrifugation results in a structural model characterized by a cylindrical
structure composed of four stacked rings each containing eight HSP25 monomers.
• High-molecular weight complexes of recombinant HSP25 are organized as compact
globular structures. Electron microscopic investigations of different mutants and of in vi-
tro phosphorylated HSP25 show a connection between phosphorylational status and su-
pramolecular organization of the protein: the higher the degree of phosphorylation the
smaller are the  HSP35-complexes.
• By means of electron microscopy and fluorescence spectroscopy it could be shown that
only native HSP25 from EAT but not recombinant HSP25 nor HSP25 mutants inhibit
polymerization of actin. This is in agreement with recent results showing that only un-
phosphorylated native HSP25 monomers are active inhibitors of actin polymerization.
• Two HSP25 derived peptides could be identified as competent inhibitors of actin polym-
erization. This is the first experimental evidence for a specific interaction of HSP25 se-
quences with actin. This interaction is dependent on the phosphorylational status as con-
firmed by phosphorylated HSP25 peptides.
• Preliminary results with cellulose bound peptide libraries indicate an interaction of HSP25
with an exposed loop in actin domain IV, an area involved in actin-actin interactions.
• HSP25 is of medical relevance because of its increased synthesis in a bright variety of
pathological processes. Investigations on different animal models of hypertension show an
enhanced accumulation of HSP25 in the right ventricle.
• A model is presented summing up the structure-function relationships of HSP25.
Zusammenfassung
HSP25 ist ein Vertreter der ubiquitär verbreiteten kleinen Hitzeschockproteine, einer Familie
innerhalb der großen Klasse der Streßproteine. Es ist an der Vermittlung von zellulärer
Streßtoleranz beteiligt, besitzt Chaperoneigenschaften, hemmt die Actinpolymerisation in
vitro und ist in der Lage, supramolekulare Komplexe auszubilden. Die hier vorgelegte Arbeit
befaßte sich mit der Isolierung, der strukturellen und funktionellen Charakterisierung des
Proteins und seinem Vorkommen in verschiedenen Geweben von Ratten mit pathologisch
erhöhtem Blutdruck:
• Es wurde eine Methode zur schonenden Isolierung von HSP25 aus Ehrlich-Ascites-Tumor
(EAT) etabliert. Daraus konnte niedrig- und hochmolekulares Material gewonnen werden.
• Unter Anwendung elektronenmikroskopischer und hydrodynamischer Methoden konnte
für die hochmolekularen Komplexe des nativen HSP25 ein Strukturmodell abgeleitet wer-
den. Es ist durch eine zylinderförmige Struktur aus vier gestapelten Ringen mit je acht
HSP25-Monomeren charakterisiert.
• Hochmolekulare Komplexe des rekombinanten HSP25 liegen demgegenüber als kom-
pakte globuläre Strukturen vor. Elektronenmikroskopische Analysen verschiedener
Mutanten und von phosphoryliertem HSP25 zeigen, daß die HSP25-Komplexe mit zu-
nehmender Phosphorylierung kleiner werden. Dies belegt einen Zusammenhang zwischen
dem Phosphorylierungszustand des Proteins und seiner supramolekularen Organisation.
• Mittels Elektronenmikroskopie und Fluoreszenzspektroskopie konnte gezeigt werden, daß
nur natives HSP25 aus EAT, aber nicht rekombinantes HSP25 oder HSP25-Mutanten die
Actinpolymerisation hemmen. Dies bestätigt den Befund, daß nur unphosphorylierte nati-
ve HSP25-Monomere für die Inhibierung der Actinpolymerisation verantwortlich sind.
• Es konnten zwei HSP25-Peptide identifiziert werden, die eine Hemmung der Actinpoly-
merisation auslösen. Damit konnte erstmals experimentell nachgewiesen werden, daß be-
stimmte Sequenzabschnitte von HSP25 eine spezifische Wechselwirkung mit Actin ein-
gehen. Mit Hilfe phosphorylierter HSP25-Peptide konnte die Abhängigkeit dieser
Reaktion vom Phosphorylierungszustand bestätigt werden.
• Vorläufige Ergebnisse mit Zellulose-gebundenen Peptid-Bibliotheken deuten auf eine
Wechselwirkung von HSP25 mit einem exponierten Loop in Actin-Domäne IV hin, einem
Bereich, der an Actin-Actin-Wechselwirkungen beteiligt ist.
• HSP25 hat aufgrund seiner verstärkten Synthese bei vielen pathologischen Prozessen eine
medizinische Relevanz. Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen zeigen, daß es
bei Hypertonie-belasteten Herzen verstärkt im rechten Ventrikel akkumuliert wird.
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1 Einleitung 1
1 Einleitung
Als Antwort auf eine Reihe von Störfaktoren reagieren Zellen mit der Umstellung ihres
Stoffwechsels von der Synthese der Haushaltsproteine zur verstärkten Synthese von soge-
nannten Streßproteinen. Die ersten dieser Proteine wurden aufgrund ihrer spezifischen Ex-
pression nach Hitzeschock entdeckt und wurden deshalb Hitzeschockproteine (heat shock
proteins, HSPs) genannt (Tissieres et al., 1974). Die Induktion der HSPs konnte in allen
bisher untersuchten Organismen nachgewiesen werden, was für die universelle Bedeutung
dieser Proteine bei der Reaktion von Zellen auf Streß spricht. Zu den Faktoren, die die Syn-
these von HSPs auslösen können, zählen neben dem Hitzeschock auch chemische Substanzen
wie z.B. Arsenit, Ethanol oder Schwermetalle, physikalische Reize wie Druck und UV-Licht
oder physiologischer Streß, wie er etwa bei Erkrankungen des Organismus durch Infektionen,
Anoxie oder Ischämie verursacht wird (Hightower, 1991). Die Einteilung der Hitzeschock-
proteine erfolgt im allgemeinen nach ihren in der SDS-Elektrophorese ermittelten Molekular-
gewichten, und man unterteilt sie demnach in die Proteine der HSP110-, HSP90-, HSP70-,
HSP60-, HSP40, HSP20- und HSP8.5-Familien, deren Mitglieder in den meisten Fällen im
Laufe der Evolution stark konserviert blieben. Die Proteine der HSP20-Familie werden auch
kleine Hitzeschockproteine genannt.
Ein Beleg für die Bedeutung der HSPs für den Zellstoffwechsel unter suboptimalen Bedin-
gungen ist das Phänomen der erworbenen Thermotoleranz. Darunter versteht man die Fähig-
keit von Zellen, durch die temporäre Synthese von HSPs nach einem milden Hitzeschock (bei
etwa 5°C über der Normaltemperatur) einen nachfolgenden stärkeren und normalerweise
tödlichen Hitzeschock (bei etwa 10°C über der Normaltemperatur) zu überleben. Die Bedeu-
tung der HSPs für die Thermotoleranz bestätigen Transfektionsexperimente. So wurden z.B.
Hamster- und Maus-Zellen, die nach einer Transfektion HSP25 überexprimierten, resistent
gegen einen sonst letalen Hitzeschock (Landry et al., 1989). Ähnliches wurde für die HSPs
mit 70 kDa und 104 kDa Molekulargewicht nachgewiesen (Li et al., 1991; Sanchez und
Lindquist, 1990; Sanchez et al., 1992). Umgekehrt führte die kompetitive Hemmung der
HSP70-Genaktivierung oder die Mikroinjektion von anti-HSP70-Antikörpern zu einer erhöh-
ten Thermosensitivität bei Fibroblasten-Zellen (Johnston und Kucey, 1988; Riabowol et al.,
1988).
Was passiert auf zellulärer Ebene bei Streß und wodurch kommt es zu dem protektiven Effekt
der Hitzeschockproteine? Unter Streßbedingungen, z.B. bei einem Hitzeschock, kommt es zu
einer verstärkten Ansammlung von denaturierten, also falsch gefalteten und inaktiven Protei-
nen (Hightower, 1980). Werden sehr viele der zelleigenen Proteine in dieser Weise geschä-
digt, kann die Zelle lebenswichtige Stoffwechselleistungen nicht mehr erbringen. Die Folgen
sind irreparable Schäden, die letztendlich zum Absterben der Zelle führen. Daß es derartige
Probleme bei der Faltung von Proteinen in vivo tatsächlich gibt, wurde mit der Entwicklung
der Überexpressions-Technik deutlich, denn viele Proteine, die in einem prokaryontischem
Gast-Organismus überexprimiert wurden, enden als große, unlösliche Protein-Aggregate in
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sogenannten `inclusion bodies´ (Rudolph und Lilie, 1996). Von Gragerov et al. (1991; 1996)
wurde die Bildung von inclusion bodies bei einer E. coli-Mutante mit einem Defekt in der
Hitzeschockantwort beschrieben, was auf eine wichtige Rolle der Hitzeschockproteine bei der
Verhinderung von intrazellulärer Proteinaggregation hindeutet. Dies bestätigen die Versuche
von Goloubinoff et al. (1989), die zeigen konnten, daß die gleichzeitige Überexpression eines
Wirts-HSPs und eines rekombinanten Proteins die Bildung von inclusion bodies verhindern
kann.
Umfangreiche Untersuchungen der letzten Jahrzehnte belegen, daß HSPs nicht nur unter
Streßbedingungen, sondern auch im normalen Zellstoffwechsel eine wichtige Rolle spielen
(zusammenfassende Darstellungen finden sich bei Morimoto et al., 1994, und Hightower und
Nover, 1991). Sie unterstützen z.B. die korrekte Faltung neu synthetisierter Proteine oder
wirken an der Translokation von Proteinen zwischen verschiedenen Zellkompartimenten mit.
Dazu binden sie an naszierende oder partiell entfaltete Proteine, verhindern deren Aggregati-
on und Inaktivierung und unterstützen die korrekte Faltung bzw. Rückfaltung. Proteine, die
dies leisten können, werden nach dem von Laskey et al. (1978) geprägten Begriff `molekulare
Chaperone´ genannt (Ellis, 1990). Heute ist anerkannt, daß die Faltung in vivo generell be-
gleitet wird von der Aktivität dieser `Faltungs-Helfer-Proteine´, die vorwiegend zur Klasse
der Hitzeschockproteine gehören (Georgopoulos und Welch, 1993; Hendrick und Hartl,
1993). Die meisten der bisher identifizierten Proteine stammen aus der HSP60-, HSP70- oder
HSP90-Familie. Eine Zusammenfassung der Funktionen der wichtigsten Chaperone bei der
Proteinfaltung in der Zelle findet sich bei Gething und Sambrook (1992). Weitere inzwischen
bekannte Funktionen von HSPs sind z.B. die Beteiligung am Proteinabbau, die durch das
Ubiquitin (HSP8.5-Familie) vermittelt wird oder die spezifische Anbindung an Steroid-
Hormon-Rezeptoren durch die Proteine der HSP90-Familie, die damit regulierende Aufgaben
bei der Signaltransduktion übernehmen.
Chaperoneigenschaften wurden auch für die weit weniger gut untersuchten kleinen Hitze-
schockproteine (kHSPs) beschrieben (Horwitz, 1992; Jakob et al., 1993). Sie bilden unter den
Streßproteinen die Familie mit der strukturell größten Variabilität. So erstrecken sich ihre
molekularen Massen von 16 kDa bei Bakterien bis zu 43 kDa bei Hefe (Ingolia und Craig,
1982; Caspers et al., 1995; Wotton et al., 1996) und in unterschiedlichen Organismen finden
sich unterschiedlich viele Repräsentanten dieser Gruppe, von meist zweien bei Säugern bis zu
über 30 in höheren Pflanzen (Vierling, 1991; Waters et al., 1996). Die N- und C-Termini der
kHSPs variieren stark in ihrer Länge und Aminosäurezusammensetzung und sind damit
hauptverantwortlich für die Vielfalt innerhalb dieser Gruppe. Sie flankieren eine evolutionär
stark konservierte Region, die α-Crystallin-Domäne, die ein gemeinsames Merkmal aller
kleinen HSPs ist, und manchmal auch als Duplikat innerhalb eines Proteins vorliegt (Nene et
al., 1986; de Jong et al., 1988). Namensgebend für diese Domäne ist das α-Crystallin, ein
Protein, das zusammen mit anderen Crystallinen ca. 90 % der Masse der löslichen Proteine
der Augenlinse ausmacht und dort durch die Ausbildung hochgeordneter Proteinaggregate für
die Stabilität und die lichtbrechenden Eigenschaften der Linse verantwortlich ist (Wistow und
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Piatigorsky, 1988). Das HSP25 der Maus - bei Mensch und Hamster auch als HSP27 bezeich-
net1 (Hickey et al., 1986; Lavoie et al., 1990)- gehört ebenfalls in die Gruppe der kleinen
Hitzeschockproteine (Gaestel et al., 1989) und weist eine starke Sequenzhomologie zum αB-
Crystallin auf (de Jong et al., 1993; Klemenz et al., 1991). Wie nahezu alle kHSPs sind auch
diese beiden Proteine durch die Fähigkeit gekennzeichnet, supramolekulare Strukturen mit
molekularen Massen von 200 bis 800 kDa (Spector et al., 1971; Arrigo und Welch, 1987),
und darüber hinaus (nach Hitzeschock) große Aggregate bis über 5000 kDa auszubilden
(Spector et al., 1971; Arrigo et al., 1988). HSP25 und αB-Crystallin können Mischkomplexen
ausbilden. Sie wurden bei der Reinigung der Proteine aus menschlichem Muskelgewebe
gefunden (Kato et al., 1992), werden aber auch in Adenovirus-transfizierten Zellen (Zantema
et al., 1992) und unter in vitro-Bedingungen ausgebildet (Merck et al., 1993). Neben der
Chaperoneigenschaft bestehen weitere Ähnlichkeiten zwischen HSP25 und αB-Crystallin
darin, daß beide Proteine durch thermische und chemische Streßreize coinduziert werden
(Kato et al., 1993; Klemenz et al., 1991; Iwaki et al., 1993; Head et al., 1994) und die Pro-
tease-Aktivität von Elastase in vitro inhibieren (Ortwerth und Olesen, 1997; Merck et al.,
1993).
Die Homologie zwischen den verschiedenen kHSPs beruht vor allem auf starken Ähnlichkei-
ten in der C-terminalen Hälfte der Proteine, die sich aus der ca. 100 Aminosäure langen α-
Crystallin-Domäne und einem kurzen, flexiblen C-terminalen Teil zusammensetzt. Die Funk-
tion der konservierten α-Crystallin-Domäne ist bisher nicht geklärt. Beteiligungen sowohl an
der Chaperoneigenschaft (Takemoto et al., 1993; Mehlen et al., 1993) als auch an der Ausbil-
dung der oligomeren Komplexe (Wistow, 1985) werden diskutiert. Der C-terminale Teil ist
NMR-Untersuchungen am α-Crystallin zufolge relativ unstrukturiert (Carver et al., 1995). Er
unterliegt zahlreichen Modifikationen (Groenen et al., 1994) und scheint in nativen Oligome-
ren nicht an intra- oder intermolekularen Wechselwirkungen beteiligt zu sein (Carver et al.,
1990; Le Breton und Carver, 1996). Der N-terminale Teil der kHSPs ist sehr variabel mit
überwiegend hydrophobem Charakter. Für das HSP16-2 aus C. elegans konnte gezeigt wer-
den, daß dieser Bereich für die Assemblierung der Untereinheiten notwendig ist (Leroux et
al., 1997).
Auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen erscheinen die supramolekularen Komplexe der
kHSPs meist als 10-18 nm große globuläre (Siezen et al., 1978a; Behlke et al., 1991) oder
torus-ähnliche Strukturen (Longoni et al., 1990b). Aus Circular-Dichroismus- (CD) und
Fouriertransformations-Infrarot- (FTIR) Spektroskopie ist bekannt, daß die vorherrschenden
Sekundärstrukturelemente der kHSPs β-Faltblätter sind und α-Helices nur einen Anteil von
etwa 5-15% ausmachen (Siezen und Argos, 1983; Lamba et al., 1993; Surewicz und Olesen,
1995; Surewicz et al., 1993; Merck et al., 1993; Siezen und Bindels, 1982). Die experimen-
tellen Daten lassen für die Quartärstruktur der kHSPs eine Reihe von Möglichkeiten zu. Für
                                               
1 In dieser Arbeit werden die kleinen Hitzeschockproteine von Maus, Huhn oder Mensch als HSP25 bezeich-
net. In einigen anderen Studien wird das menschlich kleine Hitzeschockprotein auch als HSP27 oder HSP28
bezeichnet.
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die supramolekularen Komplexe von α-Crystallin wurden unter anderem ein Drei-Lagen-
Modell, ein micellenartiger Aufbau, ein aus Tetrameren zusammengesetzter Rhombus und ein
zylinderförmiger Aufbau postuliert (zusammengefaßt bei Groenen et al., 1994, und Boelens
und de Jong, 1995). Für rekombinantes HSP25 leiteten Behlke et al. (1991) aus hydrodynami-
schen und elektronenmikroskopischen Daten eine kompakte Anordnung aus 32 Monomeren
mit hexagonaler Packung ab.
Der oligomere Status der kHSPs wird in vivo und in vitro von einer Reihe von Faktoren wie
pH, Ionenstärke oder Temperatur beeinflußt (Siezen et al., 1980). Die Größe der Komplexe
von kHSPs steigt nach einem Hitzeschock in Säugerzellen (Arrigo et al., 1988), Hühnerem-
bryo-Fibroblasten (Collier et al., 1988) oder kultivierten Tomatenzellen (Nover et al., 1989)
stark an. Nach einem Hitzeschock und anderen Streßformen kommt es außerdem zu einer
Relokalisation der kleinen Hitzeschockproteine aus dem Zytoplasma in oder an den Zellkern
(Arrigo et al., 1988; Collier und Schlesinger, 1986). Eine Variation in der Größe der Komple-
xe wurde auch in Abhängigkeit vom Phosphorylierungszustand beobachtet (Kato et al., 1994;
Mehlen und Arrigo, 1994). Dies deutet auf die Möglichkeit einer Regulation der supramole-
kularen Struktur von kHSPs durch posttranslationale Modifikation hin.
Die bei den kleinen HSPs am besten untersuchte Modifikation ist die Phosphorylierung. Sie
wurde sowohl für das HSP25 der Ratte (Kim et al., 1984) als auch des Menschen (Arrigo und
Welch, 1987) und der Maus (Benndorf et al., 1988a) sowie für αB-Crystallin (Ito et al., 1997)
beschrieben. Das HSP25 der Maus weist zwei Phosphorylierungsorte auf und liegt in EAT-
Zellen in einer unphosphorylierten und mindestens zwei phosphorylierten Isoformen vor
(Benndorf et al., 1988a). Das menschliche HSP25 besitzt zusätzlich einen dritten Phosphory-
lierungsort (Gaestel et al., 1991; Landry et al., 1992). Murines und humanes HSP25 weisen
zwei Phosphorylierungsorte an homologen Stellen auf: Einen nahe des N-Terminus und einen
N-terminal der α-Crystallin-Domäne. Alle phosphorylierbaren Reste sind Serine und aus
Sequenzvergleichen ergibt sich die Konsensussequenz RxxS als minimales Erkennungsmotiv
für die verschiedenen Phosphorylierungsorte der kHSPs.
HSP25 wird nach Einwirkung verschiedener extrazellulärer Stimuli rasch phosphoryliert. Zu
den Faktoren, die die Phosphorylierung von HSP25 induzieren können, gehören Phorbolester,
ein Calcium-Ionophor (Kim et al., 1984; Welch, 1985), eine Reihe von mitogenen Signalen
und Streßfaktoren (Arrigo und Landry, 1994 und darin zitierte Artikel), darunter auch oxida-
tiver Streß (Mehlen et al., 1995b; Huot et al., 1996; Huot et al., 1997) und Streß durch Scher-
kräfte (Li et al., 1996). Demgegenüber sind Faktoren, die eine Phosphorylierung von αB-
Crystallin bewirken, noch größtenteils unbekannt (Voorter et al., 1989; Chiesa et al., 1987),
doch oxidativer Streß scheint auch hier von Bedeutung zu sein (Wang et al., 1995).
Stokoe et al. (1992) konnten als verantwortliches Enzym für die Phosphorylierung von
HSP25 die Mitogen-aktivierte Proteinkinase-aktivierte Proteinkinase 2 (MAPKAP-Kinase 2)
identifizieren. Sie wird durch Hitzeschock aktiviert (Engel et al., 1995) und erkennt Phospho-
rylierungsorte der Sequenz LxRxxS (Stokoe et al., 1993). Inzwischen wurden weitere Kina-
sen beschrieben, die in der Lage sind, HSP25 zu phosphorylieren (Huot et al., 1995; Freshney
et al., 1994; Hayess, 1996), und erst kürzlich wurde eine der MAPKAP-Kinase 2 sehr ähnli-
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che Kinase, die sogenannte 3pK (Sithanandam et al., 1997) oder MAPKAP-Kinase 3
(McLaughlin et al., 1996) identifiziert. Sie enthält, wie die von Stokoe et al. (1993) und von
Engel et al. (1993) näher charakterisierte MAPKAP-Kinase 2 als typische Merkmale eine
SH3-bindende Domäne, eine katalytische Domäne, ein C-terminales Kernlokalisationssignal
und die konservierten Serin- und Threoninreste, die durch ihre Phosphorylierung zur Aktivie-
rung der Proteine führen.
Der Hauptaktivator der MAPKAP-Kinasen 2 und 3 ist die p38 MAP-Kinase (Rouse et al.,
1994; Freshney et al., 1994). Diese Kinase gehört zur Superfamilie der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK oder MAP-Kinasen), zu der die extrazellulär regulierten Proteinkina-
sen (ERK), die c-jun N-terminalen Kinasen (JNK) und die p38-Kinasen (p38/RK, RK = reak-
tivierende Kinase) zählen. Jede der MAPK-Gruppen wird über mehr oder weniger separate
Signaltranduktionswege reguliert und besitzt distinkte Substratspezifität (Waskiewicz und
Cooper, 1995; Derijard et al., 1995). Zusammen sind die MAPKAP-Kinasen 2 und 3 für die
Phosphorylierung von HSP25 in Folge der meisten oben genannten Stimulierungen verant-
wortlich. Damit steht HSP25 also am Ende der Streß-aktivierten Proteinkinase-
Sinaltransduktionskaskade der p38/RK-Familie der MAP-Kinasen. Aktuelle Zusammenfas-
sungen zum Aufbau und zur Regulation der durch Streß oder Mitogene aktivierten Proteinki-
nase-Kaskaden finden sich z.B. bei Kyriakis und Avruch (1996a; 1996b), Robinson und Cobb
(1997), Cobb und Goldsmith (1995) oder Denhardt (1996).
Die Phosphorylierung von HSP25 spielt auch eine Rolle bei der erworbenen Thermotoleranz.
Die Überexpression von HSP25 führt zur Toleranz gegenüber einem sonst letalen Hitze-
schock (Landry et al., 1989; Knauf et al., 1992; Lavoie et al., 1993a). Mit der Überexpression
einer Phosphorylierungs-inkompetenten Mutante konnte die Thermotoleranz jedoch nicht
mehr induziert werden (Lavoie et al., 1995). Bei dieser Untersuchung ergab sich außerdem,
daß das Mikrofilamentsystem der Zelle unter Streßbedingungen durch phosphorylierbares
HSP25, nicht aber durch die nicht phosphorylierbare Mutante, stabilisiert wird. Damit liegt
der Schluß nahe, daß die Schutzfunktion von HSP25 während eines Hitzeschocks in der
Aufrechterhaltung des Actinfilament-Netzwerkes liegt und daß diese Funktion über die Phos-
phorylierung des Proteins reguliert wird. Diese Vermutung wurde noch bestärkt, da nach einer
Behandlung der Zellen mit Cytochalasin D, einem starken Zytoskelett-Gift, nur das Wildtyp-
HSP25 den Wiederaufbau der Actinfilamente beschleunigen konnte. Kürzlich konnten Huot
et al. (1996) zeigen, daß in CCL39-Zellen überexprimiertes HSP25 die Zellen resistent macht
gegen eine durch oxidativen Streß (H2O2 oder Menadion) induzierte Actinfilament-
Fragmentierung. Auch hier blieben die Zellen, die die nicht phosphorylierbare Mutante
überexprimierten, sensitiv gegenüber dem Streß. Die regulatorische Beziehung von HSP25
zum Actinnetzwerk der Zelle wird außerdem durch die Tatsache unterstrichen, daß einige
Substanzen, die in der Lage sind, die HSP25-Phosphorylierung zu induzieren, auch die Orga-
nisation des Zytoskeletts beeinflussen, z.B. Hitzeschock (Glass et al., 1985; Welch und Su-
han, 1985), Cisplatin (Oesterreich et al., 1991b) oder TNFα (Camussi et al., 1991; Arrigo,
1990).
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Daß HSP25 Wechselwirkungen mit Actin eingeht und damit an der Organisation des Mikro-
filament-Netzwerkes beteiligt ist, konnte auch mit anderen Experimenten gezeigt werden.
Miron et al. beschrieben 1988 die Hemmung der Actinpolymerisation in vitro durch ein aus
Truthahnmuskulatur gewonnenes Protein. 1991 konnte die gleiche Gruppe zeigen, daß es sich
bei diesem Protein, daß sie zunächst aufgrund dieser Eigenschaft als IAP-Protein bezeichne-
ten (inhibitor of actin polymerisation), um das kleine Hitzeschockprotein HSP25 handelt
(Miron et al., 1991). Sie charakterisierten es als ein `barbed end capping protein´. Neuere
Untersuchungen von Benndorf et al. (1994) mit aus Ehrlich-Ascites-Tumorzellen isoliertem
HSP25 bestätigen diese Ergebnisse und belegen, daß die Eigenschaft, die Actinpolymerisation
zu hemmen, vom Phosphorylierungszustand und Assoziationsgrad des Streßproteins abhängig
ist: Nur unphosphoryliertes, monomeres HSP25 hemmt die Actinpolymerisation, phosphory-
liertes oder zu supramolekularen Komplexen assoziiertes HSP25 dagegen nicht. In einem erst
kürzlich erschienen Übersichtsartikel haben Liang und MacRae (1997) die Beziehungen
zwischen Chaperonen und dem Zytoskelett zusammengefaßt.
Die Regulation der schnellen und transienten Umschaltung von der Synthese der normalen
Haushaltsproteine zur Produktion der HSPs nach Streß steht unter der Kontrolle spezifischer
Transkriptionsfaktoren, den Hitzeschockfaktoren (HSF). Für HSP70 ist die Genregulation in
ihren Grundzügen bekannt: Der Hitzeschockfaktor 1 (HSF1) wird konstitutiv exprimiert und
liegt in ungestreßten Zellen in monomerer und inaktiver Form vor. Unter Streß kommt es zu
einer Aktivierung des HSF1 durch eine Phosphorylierungs-abhängige Trimerisierung. Die
aktive Form reichert sich anschließend im Zellkern an und bindet an spezifische Hitzeschock-
elemente (HSEs) in der Promotorregion von hsp-Genen und stimuliert so deren Transkription.
Die inaktive, monomere Form von HSF1 wird vermutlich durch eine Anbindung an HSP70
stabilisiert (Hilt und Wolf, 1996). Wenn durch Streß der Anteil an denaturierten Proteinen
steigt (siehe oben), bindet HSP70 mit höherer Affinität an diese Proteine, um ihre Aggregati-
on zu verhindern und die Rückfaltung in den nativen Zustand zu unterstützen. Dadurch wird
in verstärktem Maße HSF1 frei, der nun die Aktivierung der Transkription von Hitzeschock-
proteinen bewirkt. Einen Überblick über die Transkriptionsregulation von Hitzeschockgenen
geben Lis und Wu (1994). Die Regulation der Induktion von kHSPs ist nicht vollständig
aufgeklärt. Es bestehen jedoch einige Unterschiede im Vergleich zu anderen HSPs bezüglich
der Streß-induzierten Aktivierung der Transkription. So wird z.B. die Induktion von kHSPs
schon bei etwas niedrigeren Temperaturen stimuliert als die von HSP70 (Yost et al., 1990).
Auch eine verstärkte Synthese von HSP25 ohne Veränderungen bei der Transkription wurde
beobachtet (Gotthardt et al., 1996). Außerdem wird die Regulation der Transkription von
HSP25 nicht nur durch Hitzeschockfaktoren induziert, sondern korreliert auch mit dem Hor-
mon-Level.
Das Gen für HSP25 beinhaltet drei Exons und zwei Introns und besitzt in seiner Promotorre-
gion das typische  Hitzeschockelement der Hitzeschockproteine. Daneben sind dort außerdem
eine Reihe von Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren vorhanden, wie z.B. zwei TATA-
Boxen, zwei SP1-Bindungselemente und ein halb-palindromisches Östrogenrezeptor-
bindendes Element (Gaestel et al., 1993). Die letztgenannte Bindungsstelle ist vermutlich für
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die relativ starke Expression des Proteins in Östrogenrezeptor-positiven Zellen verantwort-
lich, wohingegen HSP25 in den meisten anderen Geweben nur in geringen Mengen vor-
kommt. Verstärkt exprimiert wird HSP25 auch in menschlichen Mammakarzinomen (Ciocca
et al., 1993), in Mammakarzinom-Zellinien wie MCF-7 (Dunn et al., 1993) und in Ehrlich-
Ascites-Tumor- (EAT) Zellen (Benndorf et al., 1988b; Benndorf et al., 1988a; Gabai et al.,
1995). Die Korrelation der HSP25-Expression mit dem Vorkommen von Östrogen- und Pro-
gesteronrezeptoren ist möglicherweise von Bedeutung bei der Tumordiagnose. So finden sich
bei Mammatumoren erhöhte HSP25-Level in den Östrogenrezeptor-positiven Zellen. Aller-
dings ist die Bewertung von HSP25 als prognostischer Marker in diesen Tumoren umstritten
(zusammengefaßt bei Ciocca et al., 1993). In anderen Tumoren, wie Neuroblastomen, wird
die Expression von HSP25 mit einer positiven Vorhersage für den Krankheitsverlauf ver-
knüpft (Ungar et al., 1994) und in Endometriumkarzinomen wird es als potentieller Marker
der Tumorzellen-Differenzierung gewertet (McGuire et al., 1986; Ciocca et al., 1989). Diffe-
renzierungsabhängig wird HSP25 auch in der embryonalen Karzinom-Zellinie P19 akkumu-
liert (Stahl et al., 1992).
Außer in Tumoren werden kHSPs auch unter einer Reihe von anderen pathophysiologischen
Bedingungen verstärkt exprimiert. 1989 belegten Iwaki et al., daß αB-Crystallin ein Hauptbe-
standteil der Rosenthal-Fibern ist. Diese abnormalen Einschlüsse in Astrocyten sind ein cha-
rakteristisches Merkmal des Alexander-Sydroms. Später wurde nachgewiesen, daß dort eben-
falls HSP25 akkumuliert wird (Iwaki et al., 1993; Head et al., 1993). Auch bei anderen
Erkrankungen des Nervensystems, wie Alzheimer (Shinohara et al., 1993; Renkawek et al.,
1994a; Renkawek et al., 1994b), Chorea Huntington, Multipler Sklerose (Iwaki et al., 1992;
van Noort et al., 1995) oder der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (Renkawek et al., 1992) kommt
es zur Anreicherung der beiden kHSPs. Das gemeinsame Kennzeichen dieser neurodegenera-
tiven Erkrankungen ist die Ablagerung von fehlgefalteten Proteinen in Fibern, Einschlüssen
oder Plaques im Nervensystem (Thomas et al., 1995). Dieses Phänomen könnte die Beteili-
gung von Hitzeschockproteinen bzw. Chaperonen erklären. Inzwischen ist eine verstärkte
Expression auch bei nephrotischem Syndrom in den Glomeruli (Smoyer et al., 1996), bei
cerebraler Ischämie im Gehirn (Wagstaff et al., 1996; Kato et al., 1995) und nach Myokard-
Ischämie im Herzen (Chiesi et al., 1990) beobachtet worden.
Im Muskelgewebe, speziell im Herzmuskel, kommen HSP25 und αB-Crystallin auch unter
physiologischen Bedingungen in relativ großen Mengen vor (Bhat et al., 1991; Kato et al.,
1992; Kato et al., 1991; Klemenz et al., 1993; Leach et al., 1994; Longoni et al., 1990a;
Gernold et al., 1993). Erhöhte Konzentrationen an Hitzeschockproteinen im Myokard wurden
mit einem Schutz vor den Folgen einer Ischämie/Reperfusion oder anderen Streßsituationen
wie Hypoxie, ATP-Mangel oder Hypertonie in Verbindung gebracht (Zusammenfassungen
bei Knowlton, 1995, und Mestril und Dillmann, 1995). Für HSP70 wurde eine kardioprotekti-
ve Wirkung sowohl nach Transfektionen in isolierten Herzmuskelzellen (Heads et al., 1994;
Mestril et al., 1994) als auch bei transgenen Tieren beobachtet (Marber et al., 1995; Plumier
et al., 1995) und neuerdings wurde sie auch für HSP25 und α-Crystallin beschrieben (Martin
et al., 1997).
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Einer besonderen Belastung unterliegt das Herz bei chronisch erhöhtem Blutdruck, der Hy-
pertonie. Für die Untersuchung der Hypertonie existieren verschiedene Tiermodelle, vor
allem bei Ratten. Bei den sogenannten spontan hypertensiven Ratten (SHR) steigt mit zuneh-
mendem Alter der Blutdruck stark an und führt im Falle der stroke-prone Züchtung (SHRSP)
in den meisten Fällen zu einem Schlaganfall (stroke-prone = zum Schlaganfall neigend). Der
Mechanismus der Ausbildung des Bluthochdruckes ist bei diesen Tieren nicht bekannt. In den
30er Jahren etablierte Harry Goldblatt ein experimentelles Modell zum renovaskulären Blut-
hochdrucks. Dabei wird durch einen operativen Eingriff der Blutfluß in den Nieren einge-
schränkt. Dadurch kommt es zu einer Steigerung in der Renin-Sekretion, der Plasma-Renin-
Aktivität und der Produktion von systemischem Angiotensin II. Dies führt letztlich zu einem
Anstieg des Blutdruckes in einem vergleichbaren Maße, wie dies bei der erworbenen Hyper-
tonie der Fall ist. Ein weiteres Modell der Hypertonie repräsentieren die sogenannten
TGR(mREN2)27-Ratten, denen das Mäuse-Renin-2-Gen eingeschleust wurde (Mullins et al.,
1990). Bei diesen transgenen Tieren kommt es ebenfalls zu einer erhöhten Produktion von
Renin und damit zur Ausbildung einer Hypertonie.
Die Ätiopathogenese der Hypertonie ist noch immer ungeklärt, aber es ist allgemein akzep-
tiert, daß die Krankheit aus dem Zusammenspiel von genetischen und umweltbedingten Fak-
toren resultiert. So reagieren z.B. hypertone Ratten auf erhöhte Temperatur mit einer stärkeren
Steigerung des Blutdruckes, als dies bei normotonen Ratten der Fall ist (Malo et al., 1988).
Dies bestätigen auch Versuche mit kultivierten Kardiomyozyten und vaskulären glatten Mus-
kelzellen (VSMC) aus genetisch bedingt hypertonen Ratten. Ein Teil der Unterschiede im
Blutdruck zwischen normotonen und hypertonen Tieren kann damit auf eine unterschiedliche
Empfindlichkeit gegenüber Hitzestreß zurückgeführt werden. Als Kandidatengene für diese
Empfindlichkeit gegenüber Umweltreizen werden unter anderem die von Tumornekrosefaktor
und HSPs genannt (Pravenec et al., 1991) Dementsprechend wurde eine erhöhte Akkumulati-
on von HSP70-mRNA und HSP25-mRNA im Herzen, der Aorta und den Nieren von spontan
hypertensiven Mäusen und in kultivierten SHR-VSM-Zellen beschrieben (Kunes et al., 1992;
Hamet et al., 1990). Neuerdings konnte ein HSP25-Allel in F2-Kreuzungen von spontan
hypertensiven Ratten auch mit einer linksventrikulären Hypertrophie assoziiert werden (Ha-
met et al., 1996). Als Basis der verstärkten Expression wird eine abnormale Aktivität des
Hitzeschockfaktors oder ein genetischer Polymorphismus diskutiert (zusammengefaßt bei
Hamet, 1995). Der Nachweis von Hitzeschockproteinen im Herzgewebe von normalen und
hypertonen Tieren läßt Rückschlüsse auf eine eventuelle kardioprotektive Funktion der Pro-
teine zu und kann dadurch für klinische Fragestellungen von großem Interesse sein.
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1.1 Ziel der Arbeit
Ein allgemeines Kennzeichen aller kHSPs ist ihre Fähigkeit, hochmolekulare Komplexe
auszubilden. Ohne ein genaues Bild von der Struktur der kleinen Hitzeschockproteinen und
der Art und Weise, wie sie mit ihren Substraten wechselwirken, kann die Funktionsweise
dieser sowohl unter physiologischen wie auch unter unphysiologischen Bedingungen wichti-
gen Proteine nicht verstanden werden. Trotz einiger Anstrengungen in den letzten Jahren gibt
es noch keine konkrete Vorstellung über die dreidimensionale Struktur der Monomere und der
supramolekularen Komplexe von HSP25, da bisher keine Kristallstrukturen von kHSPs vor-
handen sind und sich die Komplexe aufgrund ihrer Größe für Kernspinresonanz-
spektroskopische (NMR) Untersuchungen nicht eignen.
Da Voruntersuchungen Hinweise auf eine ringartige Organisation der Komplexe bei aus
EAT-Zellen aufgereinigtem HSP25 gaben und sie sich damit grundlegend von den mehr
globulären Komplexen des rekombinanten Proteins unterscheiden würden, sollten im Rahmen
dieser Arbeit durch den kombinierten Einsatz elektronenmikroskopischer und hydrodynami-
scher Methoden neue Informationen über die Struktur der Komplexe gewonnen werden.
Dafür war es notwendig, zunächst ein Protokoll zur schonenden Aufreinigung des Proteins zu
erarbeiten, um eine homogene, native Fraktion zu gewinnen, die zur Strukturuntersuchung
verwendet werden konnte. Aufgrund von Erfahrungen zum Vorkommen des Proteins waren
Ehrlich-Ascites-Tumorenzellen die geeignete Quelle für diese Versuche. Um außerdem die
Auswirkungen von Modifikationen auf den Assoziationsgrad der Komplexe studieren zu
können, waren Untersuchungen zur Struktur der Komplexe von rekombinantem HSP25 sowie
verschiedener Mutanten vorgesehen.
Aus einer Reihe von Untersuchungen ist bekannt, daß HSP25 mit Actin wechselwirkt. Dabei
werden dem Protein sowohl stabilisierende Effekte auf das Zytoskelett in vivo als auch eine
Hemmung der Actinpolymerisation in vitro zugeschrieben. Die Fähigkeit, die Actinpolymeri-
sation zu hemmen, kann mit einem fluoreszenzspektroskopischen Ansatz und mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie getestet werden und ist offenbar auf monomeres nichtphosphorylier-
tes HSP25 beschränkt. Dies sollte durch die Verwendung von nativem und rekombinantem
HSP25 sowie von HSP25-Mutanten verifiziert werden.
Welche Bereiche von HSP25 für die Interaktion mit dem Actin verantwortlich sind, ist noch
ungeklärt. Eine Möglichkeit, etwas zur Klärung dieser Frage beizutragen, bestand in der
Verwendung von HSP25-Peptiden, mit denen versucht werden sollte, die Hemmung der
Actinpolymerisation nachzuvollziehen. Unter Einsatz der genannten Techniken war es das
Ziel, die für die Actinpolymerisations-hemmende Funktion verantwortlichen Bereiche von
HSP25 zu bestimmen und mögliche Regulationsmechanismen bei der Wechselwirkung mit
Actin zu identifizieren. Hier bot sich außerdem die Verwendung von Peptiden mit Sequenzen
aus anderen kleinen HSPs an, um mögliche Gründe für funktionelle Unterschiede bei der
Wechselwirkung mit Actin herauszufinden. Mittels hydrodynamischer Methoden sollte die
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Stärke der Wechselwirkungen zwischen Actin und Peptiden der kHSPs sowie das Assoziati-
onsverhalten der Peptide selbst untersucht werden. Des weiteren sollte getestet werden, in-
wieweit Zellulose-gebundene Peptid-Bibliotheken bei der Bestimmung der Interaktionsberei-
che von HSP25 und Actin behilflich sein können.
Die Bedeutung von HSP25 als möglichem Regulator von Actin-gebundenen Funktionen der
Zelle wird durch die Tatsache bestätigt, daß das Protein in - Actin-reichem - Muskelgewebe
verstärkt vorzufinden ist. Dadurch bekommen kHSPs im kardiovaskulären System auch eine
große medizinische Relevanz. Über die Rolle, die HSP25 dort spielt, ist allerdings nur wenig
bekannt. Demgegenüber ist die protektive Bedeutung von HSP70 im Herzen gut dokumen-
tiert. Da ein Zusammenspiel dieser beiden HSPs unter Streßbedingungen denkbar ist, sollte
ein Teil der vorliegenden Arbeit der Analyse des Vorkommens von HSP25 und HSP70 im
Herzen und in verschiedenen anderen Geweben unter physiologischen und pathophysiologi-
schen Bedingungen gewidmet werden. Eine verbreitete Erkrankung, bei der das Herz außer-
ordentlich stark belastet wird, ist die Hypertonie. Gut geeignete Objekte für die Untersuchung
dieser besonders für den Menschen bedeutungsvollen Erkrankung sind Ratten mit normalem
und gesteigertem Blutdruck. Durch den parallelen Nachweis des Vorkommens von HSP25
und HSP70 in Geweben der in der Einleitung vorgestellten Modelle sollte Hinweisen 1.) auf
eine eventuelle protektive Funktion der Proteine und 2.) auf eine mögliche gekoppelte Ex-
pression der beiden Proteine unter diesen pathophysiologischen Bedingungen nachgegangen
werden. Durch die Quantifizierung der Menge an HSP25 in den Gewebeproben böte sich
außerdem die Möglichkeit, die Ergebnisse mit den Daten aus anderen Untersuchungen zu
vergleichen.
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2 Material und Methoden
2.1 Isolierung von HSP25 aus EAT
Als Ausgangsmaterial  für die Isolierung von HSP25 wurde die Bauchhöhlenflüssigkeit von
50 Balb-c Mäusen mit induziertem Ehrlich-Ascites-Karzinom (12 bis 15 Tage nach der
Transplantation) verwendet (Bielka et al., 1994; Benndorf et al., 1988a). Die Aufreinigung
des nativen Proteins erfolgte in mehreren Schritten mittels Zellaufschluß, Ammoniumsulfat-
fällung und Säulenchromatographie aus Ehrlich-Ascites-Tumorzellen. Zu allen Präparations-
schritten wurden jeweils frisch Proteaseinhibitoren in folgenden Endkonzentrationen hinzu-
gegeben: 1 µg/ml (0,15 µM) Aprotinin, 0,7 µg/ml (1 µM) Pepstatin A, 1 µg/ml (0,15 µM)
Leupeptin, 35 µg/ml (200 µM) PMSF, 0,15 mg/ml (1 mM) Benzamidin. Alle Aufreinigungs-
schritte erfolgten bei 4°C. Die Elution der Proteine in den Chromatographie-Schritten wurde
über die Extinktionen bei 280 nm verfolgt. Die ausgewählten Fraktionen wurden mittels SDS-
PAGE (siehe Kapitel 2.2) auf ihren Gehalt an HSP25 geprüft, wobei das rekombinante
HSP25 als Referenz diente. Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen der Proben in den
verschiedenen Aufreinigungsstufen erfolgte nach der von Bradford (1976) beschriebenen
Methode.
Die Größe und Form der Proteine bzw. Proteinkomplexe wurde an ausgewählten Fraktionen
mittels Elektronenmikroskopie (siehe Kapitel 2.7) und analytischer Ultrazentrifugation (siehe
Kapitel 2.8) überprüft.
2.1.1 Zellaufschluß
Die den Mäusen entnommene EAT-Flüssigkeit wurde in eiskalter physiologischer Kochsalz-
lösung im Verhältnis von ca. 1:2 aufgenommen und die Ausbeute an Tumorzellen mit Hilfe
einer Neugebauer-Zählkammer ermittelt. Dann wurden die Zellen 3 x mit physiologischer
Kochsalzlösung gewaschen, anschließend in Lösung A (10 mM HEPES, pH 7,4; 10 mM
CH3COOK; 1 mM (CH3COO)2Mg; 1 mM DTE; 0,2 mM PMSF; 0.1% Triton X-100) aufge-
nommen, 15 min quellen gelassen und nach Zugabe von 0,1 Teil Lösung B (2 M CH3COOK;
50 mM MgCl2) in einem eng sitzenden Teflon-Glas-Homogenisator aufgeschlossen. Das
Homogenat wurde 20 min bei 10.000 g und 135 min bei 80.000 g  zentrifugiert und bis zur
weiteren Verarbeitung bei -70°C aufbewahrt.
2.1.2 Ammoniumsulfatfällung
Nach dem Auftauen von ca. 50 ml des Rohextraktes erfolgte eine vorsichtige Ammonium-
Sulfat-Fällung bis zu einer Sättigung von 45%. Nach einer Präzipitationszeit von 30 min
wurde der Niederschlag bei 15.000 g für 20 min abzentrifugiert, in Säulenpuffer (20 mM Tris-
HCl, pH 7.4; 5 % Glycerin; 0.5 mM EDTA; 1 mM DTE; 1 mM Benzamidin) aufgenommen
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und anschließend gegen diesen Puffer über Nacht dialysiert. Am nächsten Tag wurde die
Lösung nochmals abzentrifugiert und der erhaltene Überstand weiter aufgereinigt.
2.1.3 DEAE-Cellulose-Säule
Der Extrakt der Ammoniumsulfatfällung (ca. 30 ml) wurde auf eine mit Säulenpuffer äquili-
brierte DEAE-Cellulose-Säule (2,5 x 23 cm; DE52 Whatman) gebracht und mit einem linea-
ren NaCl-Gradienten von 0 bis 0,25 M in Säulenpuffer von je 200 ml eluiert. Die HSP25-
haltigen Fraktionen (6 ml-Fraktionen) wurden vereinigt, mit Hilfe eines Centricon Microcon-
centrators 10 (Amicon, Danvers, USA) aufkonzentriert und für die anschließende Hydroxyla-
patit-Chromatographie  auf  15 mM Kaliumphosphat in Säulenpuffer eingestellt.
2.1.4 Hydroxylapatit-Säule
Der Pool der HSP25-haltigen Fraktionen aus der DEAE-Chromatographie wurde auf eine
Hydroxylapatit-Säule (1,5 x 14 cm; Bio-Gel HT, Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
gegeben, die gegen 50 mM K-Phosphat in Säulenpuffer äquilibriert war. Zur Elution der
Proteine wurde nach dem Vorlauf ein linearer K-Phosphat-Gradient von 50 mM bis 250 mM
in Säulenpuffer (in 5 ml) angelegt Unter diesen Bedingungen bindet das HSP25 nicht an die
Säule und wird mit dem Waschpuffer eluiert. Die HSP25-haltigen Fraktionen wurden dann
vereinigt, mit Hilfe eines Centricon Microconcentrators 10 (Amicon, Danvers, USA) aufkon-
zentriert und gegen den Säulenpuffer dialysiert.
2.1.5 Mono Q-Säule
Der letzte Chromatographieschritt erfolgte an einer mit Säulenpuffer äquilibrierten Mono Q
HR 5/5 Säule (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). Nach dem Auftragen der Probe
wurden die Proteine mit einem Gradienten von 0 bis 400 mM NaCl in Säulenpuffer eluiert.
Das HSP25 löste sich im Bereich von etwa 100 bis 200 mM NaCl von der Säule.
2.1.6 Isolierung und Fraktionierung von HSP25-Spezies
Für die strukturelle Charakterisierung des nativen HSP25 wurde auf ein HSP25-Präparat
zurückgegriffen, das im Labor von R. Benndorf (MDC, Berlin) nach einem sehr ähnlichen
Aufreinigungsschema isoliert wurde, wie es hier dargestellt ist (Benndorf et al., 1994). Die
dort nach der Säulenchromatographie erhaltenen Präparationen von HSP25 enthielten sowohl
niedermolekulares Material als auch HSP25-Komplexe in verschiedenen Assoziationsstufen.
Um die verschiedenen HSP25-Spezies voneinander zu trennen, wurden 750 µl der HSP25-
haltigen Lösung über einem Kissen von 150 µl 30%iger Saccharose in Zentrifugations-Puffer
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(2 mM Tris-HCl, pH 7,5; 0,2 mM Na2ATP; 0,5 mM β-ME; 20 mM NaCl; 1 mM MgCl2; 1
mM NaN3) für 105 min bei 36.000 g zentrifugiert. Die oberen zwei Drittel wurden anschlie-
ßend als Überstand (Fraktion 1) abgenommen und das pelletierte Material mit dem HSP25-
Komplexen wurde auf eine mit Zentrifugationspuffer + 5% Glycerin äquilibrierte Sepharose
6B-Säule (3 x 200 mm; Parmacia, Uppsala, Schweden) aufgetragen. Die im Ausschlußvolu-
men eluierten Proteine wurden erneut auf diese Säule gegeben und die ersten Fraktionen
(Fraktionen 2,3 und 4) enthielten die verschiedenen Spezies der HSP25-Komplexe.
2.2 HSP25-Expression in E.coli, Isolierung und in vitro-Phosphorylierung
Das rekombinante HSP25 der Maus und des Menschen sowie die Deletionsmutante
HSP25∆C18 des murinen Proteins wurden unter der Kontrolle des T7 Promotors in E. coli
BL21 (DE3) exprimiert wie bei Gaestel et al. (1989) beschrieben. Für die Mutagenese der
Serine des menschlichen HSP25 wurde der QuickChange Site-Directed Mutagenese Kit
(Stratagene, USA) mit den entsprechenden Oligonukleotiden verwendet. Die mutierten Klone
wurden durch Expression in E. coli BL21 (DE3) und Sequenzierung identifiziert. Die rekom-
binanten Proteine wurden durch Ammoniumsulfat-Präzipitation und Chromatographie an
einer DEAE-Sepharose CL6-6B-Säule (Phamarcia, Uppsala, Schweden) gereinigt. Die in
vitro-Phosphorylierung von rekombinantem humanem HSP25 wurde mit Hilfe der MAP-
KAP-Kinase 2 (Upstate Biotechnology, Lake Placid, USA) wie bei Stokoe et al. (1992) be-
schrieben, aber ohne die Verwendung von radioaktiv markiertem ATP, durchgeführt. Alle
Arbeiten wurden im Labor von M. Gaestel (MDC, Berlin) durchgeführt. Die rekombinanten
Proteine wurden mit freundlicherweise von ihm zur Verfügung gestellt.
2.3 Actin-Präparation und -Markierung
2.3.1 Präparation von Actin
Fibrilläres Actin (F-Actin) wurde mit geringen Änderungen nach der Methode von Pardee
und Spudich (1982) aus Muskel-Aceton-Pulver von Kaninchen präpariert. Dabei erfolgten
alle Schritte bis zur Ultrazentrifugation in Puffer A (2 mM Tris-HCl, pH 8.0; 0.2 mM CaCl2;
0.2 mM Na2ATP; 1 mM NaN3). Tab. 2.1 gibt die einzelnen Schritte der Aufreinigung wieder,
die alle im Eisbad bzw. bei 4°C durchgeführt wurden.
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Tab. 2.1: Aufreinigungsschritte bei der Actin-Präparation
Schritt Bedingungen Zeit
1 Extraktion rühren in 20 ml Puffer A/ g Muskel-Pulver 30 min
2 Separation des Extraktes 2.500 g -Zentrifugation 10 min
3 Reextraktion in 20 ml Puffer A/ g Muskel-Pulver 30 min
4 Separation des Extraktes 2.500 g -Zentrifugation 10 min
5 Vereinigung der Überstände
6 Zentrifugation 25.000 g 25 min
7 Polymerisation des Überstandes ad 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM Na2ATP 120 min
8 Salzwaschung ad 600 mM KCl (unter Rühren) 30 min
9 Zentrifugation 100.000 g 100 min
10 Lösen der Pellets aufnehmen in 3 ml Puffer D/ g Muskel-Pulver 60 min
11 Dialyse in 1 Liter Puffer D 3 x 12 h
12 Konz.-Bestimmung photometrisch bei 290 nm
Für die Depolymerisation des F-Aktins zu globulärem Actin (G-Actin) wurde dann 3 x für 12
Stunden gegen 1 Liter Puffer D dialysiert (2 mM Imidazol-HCl, pH 7.0; 0.1 mM CaCl2; 0.2
mM Na2ATP; 1 mM DTT; 1 mM NaN3). Durch eine anschließende Zentrifugation für 2 h bei
150.000 g (TLA Rotor 100.3, Beckman, Palo Alto, USA) wurde das nicht depolymerisierte
Actin abgetrennt und der Überstand mit dem G-Actin aufgehoben. Hiervon wurde unter An-
nahme eines Extinktionskoeffizienten von 2.66 x 104 M-1cm-1 bei 290 nm (Pollard, 1983;
Houk, Jr. und Ue, 1974) photometrisch die Konzentration bestimmt. Außerdem wurden der
S20-Wert und das Molekulargewicht des G-Actins mittels der analytischen Ultrazentrifuge
bestimmt, um die Reinheit und den Depolymerisationszustand des G-Actins zu kontrollieren.
Das G-Actin wurde bei 4°C aufbewahrt und innerhalb von 1 Woche verwendet oder durch
Salz- und ATP-Zugabe (KCl ad 50 mM; MgCl2 ad 2 mM; Na2ATP ad 1 mM) polymerisiert.
Die Darstellung von G-Actin aus diesem F-Actin erfolgte durch einen erneuten Zyklus von
Zentrifugation, Lösen des Pellets und Dialyse analog der Schritte 10 bis 12 bei der G-Actin-
Aufreinigung (siehe Tab. 2.1).
2.3.2 Präparation von Fluoreszenz-markiertem Actin
Für die Darstellung von markiertem Actin für die fluoroszenzphotometrische Messung der
Actinpolymerisation wurde zunächst frisch präpariertes F-Actin für 3 x 12 Stunden gegen
Puffer C dialysiert (1 mM NaHCO3, pH 7.6; 0.1 M KCl; 1 mM MgCl2; 0.1 mM CaCl2; 0.2
mM Na2ATP; 1 mM NaN3), da das Tris aus Puffer A die Konjugierungsreaktion mit dem
Marker stören würde. Die Marker-Lösung wurde frisch hergestellt aus 500 µl Dioxan, 250 µl
Aceton und 1,5 mg N-(1-Pyrenyl)jodacetamid (Molecular Probes, Eugene, USA). Das dialy-
sierte F-Actin wurde auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und für 20 h im Dunkeln
bei 20°C mit 15 µl der Marker-Lösung pro ml Actin-Lösung inkubiert (Kouyama und Mi-
hashi, 1981; Pardee und Spudich, 1982). Danach wurde der überschüssige Marker durch
Zugabe von 1 % Zellulose (voräquilibriert in Puffer C) entfernt und das markierte F-Actin
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anschließend durch eine Zentrifugation von 100 min bei 100.000 g (T-647.5 Rotor, Sorvall®,
DuPont Company, Wilmington, USA) sedimentiert. Das Pellet wurde in ca. 1 ml Puffer D/0,1
mg Muskelpulver resuspendiert und 3 x 12 h gegen je 1 Liter Puffer D dialysiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation (2 h; 150.000 g; TLA Rotor 100.3, Beckman, Palo Alto, USA) wurde
der Überstand mit dem markierten G-Actin (Pyrenyl-Actin) dekantiert und die Konzentration
bestimmt. Der Extinktionskoeffizient von Pyren beträgt 2.2 x 104 M-1cm-1 bei 344 nm. Die
Absorption von Pyren bei 290 nm (E344 x 0.127) wurde für die Berechnung der Pyrenyl-
Actin-Konzentration vom E290-Wert abgezogen (Cooper et al., 1983). Frisch präpariertes
Pyrenyl-Actin wurde entweder innerhalb 1 Woche verwendet oder nach Schockgefrieren in
flüssigem Stickstoff bei - 70°C aufbewahrt.
2.3.3 Präparation von Actin-Keimen
Für die Polymerisationsmessungen wurden zur Auslösung der Polymerisationsreaktion Actin-
Keime eingesetzt. Sie wurden durch die Polymerisation von unmarkiertem G-Actin (34,5 µM)
in Puffer D durch die Zugabe von 0,1 Volumen einer 500 mM KCl- und einer 100 mM Imi-
dazol-Lösung erzeugt. Diese Actinlösung wurde nach einem Tag auf 11,5 µM verdünnt und
vor dem Gebrauch einige Stunden äquilibriert (Pollard, 1983).
2.4 Bestimmung des HSP25- und HSP70-Gehaltes in Gewebeproben
2.4.1 Gewebeaufarbeitung
Für die Bestimmung des Gehaltes an den beiden Streßproteinen HSP25 und HSP70 wurden je
3 Kontrolltiere und 3 Tiere verschiedener Ratten-Modelle für Hypertonie verwendet. Als
Kontrollen dienten Tiere des Wistar-Kyoto oder Sprague-Dawley-Stammes. Als Hypertonie-
Modelle wurden spontan hypertensive Ratten (SHRSP), transgene Ratten mit einem zusätzli-
chem Mäuse-Renin-2-Gen (TGR(mREN2)27) und Tiere mit einer experimentell induzierten
Hypertonie untersucht. Alle Tiere wurden entsprechend den tierschutzrechtlichen Richtlinien
gehalten und behandelt. Die spontan hypertensiven und transgenen Ratten wurden freundli-
cherweise von Dr. Bohlender (MDC, Berlin) zur Verfügung gestellt. Die experimentelle
Hyertonie wurde durch das Abklemmen einer Nierenarterie nach der 2kidney-1clip-Methode
(2K1C) induziert. Diese sogenannten Goldblatt-Operationen und die Kontrolle der Blut-
druckwerte wurde im Labor von Prof. Haller (Franz-Volhard-Klinik, Berlin) von D. Dragun
durchgeführt. Die Kontrolltiere wurden einer Scheinoperation unterzogen.
Die Ratten waren zum Zeitpunkt der Organentnahme ca. 7-9 Monate (SHRSP-Modell) bzw. 2
Monate (transgenes Modell) alt. Die operierten Tiere wurden nach 1 bzw. 4 Wochen unter-
sucht. Dazu wurden die Tiere mit Barbiturat betäubt und auf der Bauchseite geöffnet. Die zu
untersuchenden Organe wurden mit einer anatomischen Pinzette entnommen und in physiolo-
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gischer Kochsalzlösung (0,9% NaCl) gespült. Die Herzen wurden vor der Weiterverarbeitung
in rechten Ventrikel, linken Ventrikel, Septum und Vorhöfe zerteilt.
Die für die Western-Blot-Analyse bestimmten Gewebeproben wurden sofort in flüssigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C aufbewahrt. Von den
Proben wurde dann später im gefrorenen Zustand ein Stückchen abgeschnitten, ausgewogen
und mit 10 µl Homogenisationspuffer (125 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4 % SDS; 10 % β-ME; 20
% Glycerin) pro mg Feuchtgewicht in einem eng sitzenden Gewebe-Homogenisator maze-
riert. Anschließend wurde das Homogenat für 3 min im Wasserbad gekocht und 5 min bei
10.000 g abzentrifugiert. Der Überstand wurde bis zum Auftragen auf die Elektrophorese
eingefroren.
2.4.2 Quantifizierung
Für die Auswertung wurden die Western-Blot-Membranen mittels eines Sharp JX 610-
Flachbettscanners mit 300 dpi digitalisiert und die Bandenintensitäten mit Hilfe des Grafik-
programmes NIH-Image 1.55 ausgewertet. Für den Vergleich der aufgetragenen Gesamtpro-
teinmenge wurden die Ponceau-gefärbten Blots ebenfalls gescannt, die Gesamtintensität der
einzelnen Probenbanden miteinander verglichen und nach der Mittelwertbestimmung ein
Korrekturfaktor für die aufgetragene Proteinmenge im Vergleich zu den anderen Proben
desselben Blots bestimmt. Um diesen Faktor wurden dann die Werte für die Proteinbanden
bei der anschließenden Auswertung korrigiert. Damit wurde sichergestellt, daß bei dem Ver-
gleich der Proben die gleiche geblottete Gesamtproteinmenge zugrundegelegt wurde.
Um eine Quantifizierung des HSP25- und HSP70-Gehaltes der Gewebeproben zu ermögli-
chen, wurden bei der Elektrophorese jeweils 5 Standards unterschiedlicher Konzentration mit
aufgetragen. Bei diesem internen Standard handelte es sich um einen Zellaufschluß von Ehr-
lich-Ascites-Tumorzellen. In diesem sind in relativ großer Menge HSP25 und auch HSP70
enthalten. In einem Abgleich wurde zuvor der Standard gegen isoliertes rekombinantes
HSP25 aufgetragen, von dem durch eine Aminosäureanalyse die genaue Konzentration be-
kannt war, so daß der Absolutgehalt an diesem Protein auch in den untersuchten Proben er-
mittelt werden konnte. Für HSP70 wurden nur relative Werte ermittelt
Die HSP-Konzentration der zu untersuchenden Proben lag im Bereich derjenigen des Stan-
dards. Bei jedem Blot wurde aus den gemessenen integrierten Pixelintensitäten der EAT-
Standards eine Eichgerade erstellt und die relative Menge an HSP im Vergleich dazu ermit-
telt. Aufgrund der unterschiedlichen Molekulargewichte und damit deutlich getrennten Posi-
tionen auf den Western-Blots konnte der Gehalt an diesen beiden HSPs bei den jeweiligen
Proben gleichzeitig bestimmt werden. Für HSP25 wurde er auf µg Protein/g Feuchtgewicht
(FG) geeicht.
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2.5  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die elektrophoretische Proteinanalyse erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970) in
einer Bio-Rad-Mini-Protean Apparatur (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) über ein
diskontinuierliches Polyacrylamid-Trenngel von 7,5-17 % Acrylamid unter einem 3% igem
Sammelgel. Die Gelgröße betrug 7 x 8 cm bei einer Dicke von 1 mm. Die Gele wurden in
einem BioRad Mini-Protean Gelgießstand mit Hilfe eines Gradientenmischers gegossen. Das
Pipettierschema und die verwendeten Puffer für die Herstellung der Gele sind in Tab. 2.2
aufgeführt. Die Proteinproben wurden im Verhältnis 1:1 mit doppelt konzentriertem Proben-
puffer (125 mM Tris-HCl, pH 6.8; 4 % SDS; 10 % β-ME; 20 % Glycerin; 0.005 % Bromphe-
nolblau) gemischt, 5 min im Wasserbad gekocht und vor dem Auftragen auf das Gel kurz
abzentrifugiert. Als Proteinstandard wurde eine Mischung aus Standardproteinen (Serva,
Heidelberg) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 bis 150 V für 1 bis 1,5 Stunden.
Fixiert und gefärbt wurden die Gele in einer alkoholischen Coomassie-Brilliantblau (R-250)-
Lösung.
Tab. 2.2:Pippetierschema für 10 SDS-Gradientengele bzw. 2 Sammelgele
 Gradientengele (7-17 %) Sammelgele (3%)
Lsg. A Lsg. B
30 % Acrylamid, 0.8 % Bisacrylamid   8750 µl   400 µl
30 % Acrylamid, 1,2 % Bisacrylamid 17500 µl
3 M Tris, pH 8,8   4375 µl   4375 µl
0,5 M Tris, pH 6,8 1000 µl
Glycerin   7000 µl
H2O 21700 µl   6000 µl 2600 µl
20 % SDS     175 µl     175 µl     20 µl
5 % Ammoniumpersulfat     175 µl     175 µl   150 µl
TEMED   8750 µl    8,75 µl       7 µl
Probenpuffer Laufpuffer
62,5 mM Tris-HCl , pH 6,8 3,0 g/l Tris
2% SDS 14,4 g/l Glycin
5% β-Mercaptoethanol 1,0 g/l SDS
10% Glycerin
0,005% Bromphenolblau
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2.6 Western-Blot
Die nach der SDS-PAGE erhaltenen, ungefärbten Gele wurden nach der Methode von Kyhse-
Andersen (1984) in einer `semi-dry´ Fast-Blot-Apparatur im Sandwichverfahren zwischen je
drei Lagen Blotpapier (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH, Göttingen) für 90 min bei
einer Stromstärke von 0,8 mA/cm2 auf eine Nitrocellulose-Membran (0,2 µm Porengröße)
geblottet. Dabei wurde das Blotpapier als Pufferreservoir eingesetzt, indem es zuvor mit dem
unteren (0.3 M Tris, pH 10.4; 20 % Ethanol) bzw. oberen Transferpuffer (0.025 M Tris, pH
9.4; 20 % Ethanol; 0.04 M ε-Amino-Capronsäure) getränkt wurde. Zur Kontrolle des Protein-
transfers wurden die Membran nach dem Blotten mit Ponceau-Lösung (Sigma-Aldrich Che-
mie GmbH, Deisenhofen) angefärbt.
Nach einer Block-Zeit von mind. 30 min in Blockmilch (5% Magermilchpulver in TBS: 20
mM Tris, pH 7.3; 150 mM NaCl) wurden die Membranen für zwei Stunden oder über Nacht
mit dem primären Antikörper inkubiert. Für den Nachweis von HSP25 wurde dabei ein mo-
nospezifischer polyklonaler Kaninchen-anti-HSP25-Antikörper2 (1:5000) und für den Nach-
weis von HSP70 der monoklonale anti-HSP70-Antikörper BRM-22 (Sigma, Deisenhofen,
1:7000) verwendet. Anschließend wurden die Membranen zweimal mit TBS + 0,05 % Tween
und dreimal mit TBS gewaschen und mit einem Alkalische-Phosphatase- (AP) konjugierten
sekundären Antikörper (je nach primärem Antikörper entweder Anti-Kaninchen-IgG-AP-
oder Anti-Maus-IgG-AP-Konjugat von Promega, Madison, USA) für 90 min in Blockmilch
inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS + 0,05 % Tween und TBS wurden die Membra-
nen kurz mit H2O und AP-Puffer (100 mM Tris, pH 9.5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl2) ge-
spült und danach die Nachweisreaktion mit dem Alkalische-Phosphatase-Reagenz von Pro-
mega (Madison, USA) nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Die Farbreaktion wurde
durch Spülen mit destilliertem Wasser gestoppt und die Membranen schließlich zwischen
Filterpapier getrocknet.
2.7 Elektronenmikroskopie
Für die elektronenmikroskopischen Untersuchungen kamen ein Philips EM400T (bei 80 kV
Beschleunigungsspannung), ein Zeiss EM910 (bei 100 kV Beschleunigungsspannung) und
ein Philips CM12 (bei 120 kV Beschleunigungsspannung) zum Einsatz. Alle Geräte sind mit
Glühkathoden aus Wolfram als Elektronenquelle bestückt. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen wurden bei einer Nominalvergrößerung von 50.000 oder 60.000 auf Kodak 4489
Film (Kodak, Leverkusen) aufgenommen und nach Angaben des Herstellers mit D19-
Entwickler entwickelt.
                                               
2 Präparation 569, freundlicherweise von J. Stahl, MDC, zur Verfügung gestellt.
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2.7.1 Negativkontrastierung
Bei der Negativkontrastierung handelt es sich um ein Verfahren zur Darstellung von Makro-
molekülen, bei dem die Moleküle in eine Lösung von stark streuenden Schwermetallsalzen
eingebettet werden. Dadurch wird bei Bestrahlung mit Elektronen der Umriß des Partikels
besonders deutlich und der Partikel selbst erscheint hell (`negativ kontrastiert´) im Vergleich
zu seinem unmittelbaren Hintergrund. Die Proteinproben wurden auf eine Konzentration von
ca. 100 µg/ml verdünnt und negativkontrastiert mit Hilfe der Doppelfilm-Technik mit 1 %
Uranylformiat oder 2 % Uranylacetat (Behlke et al., 1991). Der pH der Kontrastierungslösun-
gen wurde nicht korrigiert.
2.7.2 Bildverarbeitung
2.7.2.1 Digitalisierung der Negative
Die für die Strukturanalyse ausgewählten Negative wurden mit einem Datacopy 610F Densi-
tometer mit integrierter Beleuchtung und einem linearen CCD-Chip digitalisiert. Das Scannen
erfolgte bei einer Pixelgröße von  22,8 µm im Negativ. Dies entspricht bei einer Vergröße-
rung von 60.000 im Negativ einer Pixelgröße von 0.38 nm im Objekt. Für die Partikelgrößen-
auswertung wurden die Negative mit einem EMil Densitometer (Image Science, Berlin) mit
einer Auflösung von 1 nm in der Probenebene digitalisiert.
2.7.2.2 Strukturanalyse
Die Arbeiten zur Bildanalyse der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden an VAX
Workstations und IBM-PCs durchgeführt. Mit Hilfe des IMAGIC-5-Programmes (Image
Science, Berlin) wurden zuerst iterativ ca. 3000 HSP25-Komplexe aus 25 eingescannten
Bildern ausgesucht und die entsprechenden Bereiche als Einzelbilder in einer Datei gespei-
chert. Nach einer Band-Pass-Filterung (Frequenzen < 1/85 Å und > 1/15 Å wurden unter-
drückt) erfolgte eine Normierung der Einzelbilder, um unterschiedliche Helligkeitsverteilun-
gen innerhalb der Bilder auszugleichen. Anschließend wurden die Einzelbilder durch eine
iterative Ausrichtung in Translationsebene auf der Basis einer rotationsgemittelten Referenz
(erhalten aus der Summe des gesamten Datensatzes) zentriert. Dabei bedient man sich der
sogenannten Kreuzkorrelationsfunktion (Saxton und Frank, 1977; van Heel et al., 1992), für
die die Bilddaten fouriertransformiert werden. Über das sogenannte `Multi-Referenz-
Alignment´ wurde durch den Einsatz mehrerer Referenzen berücksichtigt, daß die Moleküle
in verschiedenen Projektionsrichtungen liegen können. Die Unterscheidung der unterschiedli-
chen räumlichen Orientierungen wurde mit Hilfe der Multivariaten Statistischen Analyse
(MSA) durchgeführt. Dabei wird durch die Beschreibung der Pixel als Koordinatenachsen
über eine Eigenvektor-Eigenwert-Analyse die Datenmenge erheblich reduziert und über die
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Varianz der Achsen ein Maß für die Unterschiede in den Bildern bereitgestellt (van Heel und
Frank, 1981). Anschließend erfolgte die Klassifizierung der Bilder nach dem Kriterium der
Intra-Klassen-Varianz (van Heel, 1984). Dabei wurde die Anzahl der Klassen vorher eingege-
ben. Nach der Klassifizierung der Bilder in verschiedene `Ansichten´ wurden die Bilder in-
nerhalb einer Klasse gemittelt, wodurch sich das Signal/Rausch Verhältnis stark verbessert.
Diese Arbeiten zur Strukturanalyse von HSP25-Komplexen wurden freundlicherweise von P.
Dube (Fritz-Haber-Institut der Max-Planck-Gesellschaft, Berlin) durchgeführt.
2.7.2.3 Partikelgrößenanalyse
Zur Auswertung der Partikelgrößenverteilung wurde das analySIS Bildauswertungsprogramm
(Soft Imaging System GmbH, Münster) verwendet. Dazu wurden die eingescannten Bilder
zunächst einer Shading-Korrektur unterzogen, mit einem Median-Filter geglättet und unter
Verwendung eines geeigneten Schwellenwertes binarisiert. Die Partikel innerhalb eines 1 µm²
großen Bereiches wurden dann mit Hilfe eines Wasserscheiden-Algorithmus getrennt, an-
schließend detektiert und nach der Größe ihrer Fläche klassifiziert.
2.8 Hydrodynamische Methoden
Alle hydrodynamischen Untersuchungen erfolgten mit Hilfe analytischer Ultrazentrifugen
vom Typ Model-E oder XL-A (Beckman, Palo Alto, USA) mit UV-Optik und photoelektri-
schem Scanner. Aus der wandernden Grenzschicht wurde der Sedimentationskoeffizient
(s20,W) und aus der Verbreiterung der Grenzschicht der Diffusionskoeffizient (D20,W) ermittelt.
Zusammen mit dem partiellen spezifischen Volumen ν (ermittelt aus der Aminosäurezusam-









mit R = Gaskonstante, T = absolute Temperatur und ρ = Dichte des Lösungsmittels.
Für die Analyse der HSP25-Komplexe wurde ein ν  von 0,7447 ml/g verwendet (statt ν=
0,7326 für reines HSP25), da sie langkettige Fettsäuren enthalten (Oesterreich et al., 1991a).
Die Sedimentations- und Diffusionskonstanten lassen außerdem die Bestimmung des Rei-
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Nimmt man eine Kugel-förmige Gestalt der HSP25 Moleküle an, kann der Radius der Mo-




















mit NA = Avogadro-Zahl.
Die Sedimentations-Koeffizienten von HSP25-Komplexen (sn) wurden aus den Sedimenta-
tions-Koeffizienten der Monomere (s1) und der Assoziationszahl (n) nach Gleichung 4 er-
rechnet
s s nn = ⋅1 2 3/ (Gleichung 4)
Wenn die Assoziate Mitglieder einer polymer homologen Reihe sind, kann Gleichung 5 an-
gewendet werden
s k Ms
as= ⋅ (Gleichung 5)
in der die Werte der Konstanten ks und as von der Natur des Lösungsmittels, der Konformati-
on des polymeren Moleküls in dem Lösungsmittel und dem Grad der Durchdringung des
Komplexes mit dem Lösungsmittel abhängen.
Für die Modell-abhängige Berechnung der hydrodynamischen Parameter der HSP25-
Komplexe wurde das Programm HYDRO (Garcia de la Torre et al., 1994) eingesetzt. Die mit
diesem Programm errechenbaren Konstanten basieren auf der vereinfachten Annahme einer
kugelförmigen Gestalt der einzelnen Moleküle. Wenn deren Radien und kartesische Koordi-
naten sowie das Molekulargewicht, der Auftriebsterm, die Viskosität des Lösungsmittels und
die Temperatur bekannt sind, können die Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten abge-
schätzt werden. Durch Variationen in dem Arrangement der Kugeln wurde ein Modell abge-
leitet, bei dem die theoretischen und experimentellen hydrodynamischen Daten gut überein-
stimmten.
Die Ultrazentrifugen-Experimente wurden bei einer Protein-Konzentration von 0,4 mg/ml in
Puffer H (2 mM Tris-HCl, pH 7,5; 20 mM NaCl; 1 mM MgCl2; 0,2 mM Na2ATP; 0,5 mM β-
ME) bei 20°C durchgeführt. Die Wanderung der Grenzschicht wurde bei einer Wellenlänge
von 280 nm aufgezeichnet. Die Rotorgeschwindigkeit betrug 6.000 U/min für die Diffusions-
und 20.000, 30.000 oder 40.000 U/min für die Sedimentations-Experimente.
Die Komplex-Bildung von G-Actin mit Peptiden von kHSPs wurde mittels der Sedimenta-
tions-Gleichgewichts-Technik analysiert. Dafür wurden 70 µl G-Actin oder verschiedene
Mischungen von Peptiden mit G-Actin in Puffer D in die einzelnen Kammern von Sechska-
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nal-Zellen gefüllt und zunächst für 2 h bei 30.000 U/min (over speed) und anschließend für 22
h bei 10°C und 26.000 U/min (Gleichgewichtsgeschwindigkeit) zentrifugiert. Die radialen
Konzentrationsverteilungen wurden bei drei verschiedenen Wellenlängen, meistens bei 280
nm, 285 nm und 290 nm aufgezeichnet. Die molekularen Massen von G-Actin und der Kom-
plexe aus G-Actin und Peptid wurden durch die Anpassung der Konzentrationsverteilungen
nach dem Verfahren von Behlke und Ristau (1997) berechnet. Die molekulare Masse der
Peptide in Puffer D wurde aus den Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten berechnet
wie bei Behlke und Ristau (1997) beschrieben und die partiellen spezifischen Volumina
wurden anhand der Aminosäurezusammensetzung der Proteine ermittelt.
2.9 Fluoreszenzspektroskopie
Actin kann durch eine Reaktion mit N-(1-Pyrenyl)-Jodacetamid an Cystein 374 mit Pyren
markiert werden (Kouyama und Mihashi, 1981). Das Fluoreszenzspektrum von Pyrenyl-Actin
ändert sich drastisch bei der Polymerisation von G-Actin zu F-Actin, so daß bei einer entspre-
chenden Wahl der Emissionswellenlänge ein bis zu 20-facher Anstieg im Fluoreszenz-Signal
beobachtet werden kann (Cooper et al., 1983). Dies erlaubt eine ausgezeichnete Beobachtung
der Polymerisations-Depolymerisations-Dynamik durch zeitaufgelöste Messungen der Fluo-
reszenz in einem Fluoreszenzphotometer. Alle Messungen wurden an einem Shimadzu
RF5001PC Spectrofluorometer (Shimadzu Europa GmbH, Duisburg) mit temperaturkontrol-
liertem Küvettenhalter durchgeführt und mit der dazugehöriger Software im `Labtime´-Modul
an einem PC aufgezeichnet.
Im Standard-Polymerisations-Assay wurden die Komponenten in einer Mikro-Fluoreszenz-
küvette (Hellma, 3 x 3 x 6 mm) zu einem Gesamtvolumen von 60 µl vermischt. Wenn nicht
anders erwähnt, wurden dabei zunächst 44 µl Puffer D in der Küvette vorgelegt, dann 5 µl
Pyrenyl-Actin (Endkonzentration 2 µM) und verschiedene Mengen der zu testenden Substanz
in 5 µl Puffer D hinzugegeben und für 3 min bei 25°C vorinkubiert. Der Start der Polymeri-
sation wurde durch die Zugabe von 1 µl Actin-Keimen (Endkonzentration 0,2 µM) und 5 µl
einer Salzlösung (600 mM KCl, 24 mM MgCl2) ausgelöst. Die Aufzeichnung des Reaktions-
verlaufes wurde nach gründlichem Mischen innerhalb von 10 Sekunden nach der Salzzugabe
gestartet. Registriert wurde das emittierte Licht mit einem auf 407 nm eingestellten Filter (10
nm Fenster) nach einer Anregung bei 365 nm (5 nm Fenster) bei einem Meßabstand von 2
Sekunden über 10 min.
Für die Berechnung der Stöchiometrie der Hemmung wurden die Steigungen der Kurven
während der ersten 5 Minuten (im linearen Bereich des Anstieges) anhand der linearen Re-
gression ermittelt und in Prozent Hemmung der Actinpolymerisation im Vergleich zur Kon-
trolle umgerechnet.
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2.10 Peptid-Synthese
Alle Peptide wurden von der Firma BioTeZ, Berlin, bezogen. Sie wurden mit Hilfe der si-
multanen multiplen Festphasen-Peptidsynthese an einem PSSM-8 Automaten (Shimadzu,
Kyoto, Japan) unter Verwendung der Fluorenyl-Methoxycarbonyl (FMOC)-Strategie nach
Sheppard (Atherton und Sheppard, 1989) hergestellt. Die Peptide wurden mittels HPLC bis zu
einer Reinheit von 85-95% aufgereinigt und an einem MALDI I Massenspektrometer (Kratos,
Manchester, England) charakterisiert (Karas und Hillenkamp, 1988). Alle Peptid-Amide
waren N-terminal acetyliert und lagen bei Lieferung als Lyophilisat vor. Sie wurden eingewo-
gen und mit einer Soll-Konzentration von 2 mM in H2O gelöst. Die genauen Konzentrationen
dieser wäßrigen Peptid-Lösungen wurde mit Hilfe einer Aminosäureanalyse im Labor von B.
Wittmann-Liebold (MDC, Berlin) durch G. Grelle bestimmt. Dazu wurden die Peptide zu-
nächst in 6 N HCl mit 7% Thioglycolsäure als Additiv (Yokote et al., 1986) für 24 h bei
110°C einer Dampfphasen-Hydrolyse unterzogen (Meltzer et al., 1987). Die getrockneten
Hydrolysate wurden anschließend in Natriumcitrat-Puffer (0,15 M, pH 2,2) aufgenommen.
Die Trennung der einzelnen Aminosäuren mittels Kationentauscher-Säule, die anschließende
Derivatisierung mit Orthophtaldialdehyd (OPA) und der Nachweis mit Hilfe eines Fluores-
zenzdetektors erfolgte in einem Sykam-Analysator (Sykam, Gilching). Durch eine anschlie-
ßende Aufnahme von Spektren im Ultraviolett- (UV) Bereich des Lichtes wurden außerdem
die Extinktionskoeffizienten der Peptid-Lösungen bestimmt, um eine Kontrolle der Konzen-
trationen nach Verdünnungen oder erneuter Einwaage zu ermöglichen.
2.11 Peptid-Epitop-Scanning
Zellulose-gebundene Peptid-Bibliotheken (Peptidmembranen) von murinem HSP25 und
humanem α-Skelettmuskel-Actin wurden mit Hilfe der automatischen Spot-Synthese (Frank,
1992; Kramer et al., 1994) bei der Fa. Jerini BioTools GmbH (Berlin) synthetisiert. Die direkt
an der Membran synthetisierten Peptide waren je 13 Aminosäure lang und überlappten mit der
Sequenz des Folgepeptids an 11 Positionen. Daraus ergeben sich für HSP25 99 und für Actin
182  Punkte (Spots) auf den Peptidmembranen. Die Aminosäuresequenzen der einzelnen
Peptide sind in Tab. 7.2 und 7.3 im Anhang aufgelistet. Für die Analyse der Bindungsaktivi-
täten wurden die Peptidmembranen für 150 min bei Raumtemperatur mit nativem HSP25
bzw. G-Actin (200 µg/ml) in Puffer S (20 mM Tris, pH 7.4; 5% Glycerin; 0.05 % Tween; 5 %
Sucrose; 0.5 mM EDTA; 1 mM DTE; 1 mM Benzamidin; 1 x Blocking Reagenz (Genosys,
England)) inkubiert. Anschließend wurden sie bei 4 °C zweimal kurz mit Puffer S gewaschen
und die gebundenen Proteine direkt auf der Membran nachgewiesen. Für die Detektion von
HSP25 wurde der monospezifische Kaninchen-anti-HSP25 Antikörper (1:1000, vgl. Kapitel
2.6) und für die Detektion von Actin ein Maus-anti-Actin-Antikörper (Clone C4, 1:100,
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Boehringer, Mannheim) eingesetzt. Der Nachweis der Proteine erfolgte mit einem Meerret-
tich-Peroxidase- (HRP) konjugierten sekundären Antikörper und einem HRP-Detektions-Kit.
2.12 Sequenzdaten
Alle Proteinsequenzen wurden der SwissProt Proteindatenbank entnommen. Computerunter-
stützte Alignierungen von Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des Programms MSA (Lipman
et al., 1989) oder FASTA (Pearson und Lipman, 1988) durchgeführt. Proteinparameter wie
Aminosäurezusammensetzung oder theoretisches Molekulargewicht wurden mit dem Pro-




3.1 Isolierung von HSP25
Die Isolierung von HSP25 erfolgte in Anlehnung an Benndorf et al. (1992) aus EAT-Zellen der
Maus in der stationären Wachstumsphase (Bielka et al., 1994; Benndorf et al., 1988a). Dabei
wurde besonderes Augenmerk auf eine schonende Behandlung der Präparate gelegt, um das
Protein in möglichst nativer Form zu gewinnen. Die Isolierung erfolgte über eine Ammonium-
sulfatpräzipitation und drei Chromatographieschritte. Nach dem Zellaufschluß wurden die
EAT-Zellextrakte schockgefroren und für die weitere Aufreinigung dann pro Präparation ca. 50
ml aufgetaut. Die Fällung mit Ammoniumsulfat erfolgte bei einer Sättigung von 45%. Bei der
anschließenden Dialyse des Niederschlags zeigte sich, daß nicht mehr alle Proteine in Lösung
gingen. Die elektrophoretische Analyse dieser unlöslichen Komponenten ergab, daß es sich
dabei um Fremdproteine handelte. Durch Abzentrifugation des Dialysates wurden diese Aggre-
gate entfernt und damit ein zusätzlicher Reinigungseffekt erzielt. Der erste Chromatographie-
schritt bestand in einer Auftrennung des Dialysats über eine DEAE52-Säule. Zur Elution wurde
ein Gradient von 0-250 mM NaCl verwendet (Abb. 3.1 A). Benndorf et al. (1994) verwendeten
bei der Reinigung von HSP25 aus EAT-Zellen an dieser Stelle eine Phenylsepharose-Säule, die
die Verwendung von Triton X-100, einem starken Detergens, notwendig macht. Da Triton X-
100 eine Veränderung der nativen Struktur der HSP25-Komplexe bewirken könnte und Vorver-
suche zeigten, daß sie nur wenig effektiv bei der Reinigung von HSP25 ist, wurde hier auf diese
Säulenart verzichtet. Die HSP25-haltigen Fraktionen aus der DEAE52-Elution wurden dialy-
siert und auf eine Hydroxylapatit-Säule aufgetragen. Unter den in Kapitel 2.1.4 beschriebenen
Bedingungen bindet HSP25 nicht an die Säule und wird damit von den Proteinen abgetrennt,
die eine Affinität zu dem Säulenmedium aufweisen (Abb. 3.1 B).
Aus Vorversuchen mit alternativen Säulen ergab sich, daß eine weitere Aufreinigung von
HSP25 mittels einer Chromatofokussierung über eine Mono P-Säule zwar sehr effektiv ist, daß
aber nach diesem Präparationsschritt kaum noch supramolekulare Komplexe vorhanden waren
und daß das Protein die Actinpolymerisation nicht hemmte. Anschließende Analysen mittels
zweidimensionaler SDS-PAGE (nicht gezeigt) belegten, daß das auf diese Weise gewonnene
Material überwiegend unphosphoryliertes HSP25 war, das nach den Befunden von Benndorf et
al. (1994) einen hemmenden Einfluß auf die Actinpolymerisation haben sollte. Da das Protein
bei der Chromatofokussierung im Bereich des isoelektrischen Punktes (pI = 6,12) von der Säule
gewaschen wird, ist es möglicherweise denaturiert. Es wurde deshalb auf die Mono P-Säule
verzichtet und statt dessen im Anschluß an die Hydroxylapatit-Säule eine Mono Q-Säule einge-
setzt. Dies hatte zusätzlich den Vorteil, daß die Proben vor dem Lauf nicht erneut dialysiert
werden mußten. Die Elution der Proteine von der Mono Q-Säule erfolgte mit einem Gradienten
von 0-400 mM NaCl, die HSP25-haltigen Fraktionen wurden bei 100-200 mM NaCl eluiert
(Abb. 3.1 C).
3 Ergebnisse 26
Abb. 3.2 zeigt den Fortgang der Aufreinigung anhand der Proteinmuster der einzelnen Reini-
gungsschritte. Die Identifizierung von HSP25 mit Hilfe des monospezifischen Antikörpers ist
ebenfalls in Abb. 3.2 dargestellt. Die in dem Western-Blot erkennbaren Unterbanden stellen
vermutlich Abbauprodukte von HSP25 dar. Sie sind nach der Hydroxylapatit-Säule nicht mehr
zu erkennen. Nach der Reinigung über die Mono Q-Säule ist auf dem SDS-Gel nur noch eine
Bande bei ca. 25 kDa zu erkennen. Damit gelang es, HSP25 mit nur drei Chromatographie-
schritten in einem elektrophoretisch sauberen Zustand zu isolieren. Tab. 3.1 zeigt die Bilanz
einer repräsentativen Präparation. HSP25 wurde im Vergleich zum EAT-Lysat ca. 55-fach























































Abb. 3.1: FPLC-Chromatogramme der Aufreinigungsschritte des nativen HSP25
Trennung der Präparate nach: A, DEAE52-Säule; B, Hydroxylapatit-Säule; C, Mono Q-Säule. In den Elutionspro-
filen sind die Absorption der Eluate bei 280 nm ( ) und der Verlauf des Gradienten (---) aufgezeichnet. Die
gekennzeichneten Flächen im Elutionsprofil markieren die zur weiteren Aufreinigung verwendeten Fraktionen.
Dabei entspricht jede senkrechte Linie einer Fraktion.
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Reinigungsschritt Proteinmenge (mg) Reinigungsfaktor Ausbeute (%)
EAT-Lysat 175 1 100
Ammoniumsulfat-Fällung 64 3 44
DEAE 52 14,4 4 35
Hydroxylapatit 1,4 20 8
Mono Q 0,4 55 5
angereichert. Dieser Reinigungsfaktor besagt indirekt, daß HSP25 in EAT-Zellen der stationä-
ren Wachstumsphase etwa 1,8% des Gesamtproteins ausmacht. Dies steht in guter Überein-
stimmung mit älteren Daten, nach denen HSP25 als eines der prominentesten Proteine in Ehr-
lich-Ascites-Tumoren dieses Stadiums ca. 1% der Zellproteine umfaßt (Benndorf et al, 1988a).
Der Einfluß des nach diesem Schema isolierten HSP25 auf die in vitro Actinpolymerisation
wird in Kapitel 3.3.1 behandelt. Eine weitere Auftrennung der in dieser Präparation enthaltenen
unterschiedlich großen supramolekularen Komplexe mittels Zentrifugation über einem Saccha-
rosekissen (Kapitel 2.1.6) bildete die Basis für Strukturanalysen mittels Elektronenmikroskopie
und hydrodynamischen Methoden (siehe Kapitel 3.2.1).
Tab. 3.1: Bilanz einer repräsentativen HSP25-Präparation
Eine typische Präparation umfaßte etwa 8 x 109 EAT-Zellen.
Abb. 3.2: Proteinmuster der Proben und Nachweis
von HSP25 nach den einzelnen Reinigungsschritten
SDS-PAGE (oben) und Western-Blot (unten) der Präparate
nach der Lyse der EAT-Zellen (Bahn 1), Ammoniumsulfat-
Fällung (Bahn 2), DEAE-Zellulose-Säule (Bahn 3), Hy-
droxylapatit-Säule (Bahn 4) und Mono Q-Säule (Bahn 5).
Der Pfeil markiert die Position der HSP25-Bande.
3 Ergebnisse 28
3.2 Struktur von HSP25
3.2.1 Natives HSP25
3.2.1.1 Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Das aus EAT-Zellen isolierte HSP25 enthält sowohl niedermolekulares Material als auch
HSP25-Komplexe verschiedener Größe. Die hochmolekularen HSP25-Komplexe konnten von
den HSP25-Monomeren (Überstand oder Fraktion 1) wie in Kapitel 2.1.6 beschrieben
abgetrennt werden. Die Komplexe bestanden jedoch nicht aus einer einheitlichen Fraktion,
sondern aus mindestens drei verschiedenen Größenklassen. Diese wurden mittels einer
Sepharose 6B-Säule voneinander getrennt, so daß insgesamt vier Fraktionen untersucht wurden.
Bei der elektronenmikroskopischen Analyse negativkontrastierter Präparate dieser Fraktionen
ergab sich das folgende Bild: Der Überstand (Fraktion 1) enthält nur niedermolekulares
Material (Abb. 3.3 A), hochmolekulare Komplexe waren nicht zu erkennen. Die anderen, durch
Säulenchromatographie aufgetrennten Fraktionen, unterschieden sich kaum in ihrem
elektronenmikroskopischen Erscheinungsbild. Sie beinhalten ringförmige Komplexe mit einem
Durchmesser von ca. 16 nm, in deren Mitte (ca. 8 nm im Durchmesser) eine Anreicherung von
Kontrastmittel zu erkennen ist (Abb. 3.3 B). Die Ablagerung von Kontrastmittel in diesem
zentralen Bereich läßt auf eine Vertiefung oder einen Hohlraum schließen, wobei der Kontrastie-
rungsgrad dieser Struktur deutlich variierte.
Um eine genauere Vorstellung von der Feinstruktur dieser Komplexe gewinnen zu können,
wurde eine Bildanalyse mit Hilfe des Programmes IMAGIC-5 durchgeführt. Die resultierenden
Klassenmittel, die verschiedenen Ansichten der HSP25-Komplexe entsprechen, sind in Abb.
3.4 A gezeigt. Diese Ansichten weisen ein rundes, ringförmiges Profil mit uneinheitlich struktu-
riertem Zentrum auf. Die Klassenmittel aus der mittleren Reihe erscheinen dabei etwas kom-
pakter als die anderen Ansichten. Die während der MSA (Multivariate Statistische Analyse)
generierten Eigen-Bilder deuten auf eine vierfache, zweifache und zum Teil auch achtfache
Symmetrie der HSP25-Komplexe hin (siehe Abb. 3.4 B). Dabei stellt das erste Eigen-Bild die
Summe des alignierten Datensatzes dar, wohingegen die folgenden drei eine leichte Kippung
der Moleküle zum Untergrund, also der Trägerfolie, widerspiegeln. Aufgrund einer bevorzug-
ten Orientierung der Komplexe wurden sehr viele `Ansichten´ von oben und nur wenige von
der Seite gefunden. Darum konnte auf der Basis dieser Daten eine dreidimensionale Struktur
nicht berechnet werden. Die Punktgruppensymmetrie der HSP25-Komplexe konnte nicht zwei-
felsfrei ermittelt werden, jedoch wird aus dem vorhandenen Datensatz deutlich, daß im Falle
des nativen HSP25 die Komplexe eine ringförmige Struktur aufweisen und keine dicht gepack-




Die verschiedenen HSP25-Fraktionen, die nach der Zentrifugation und abschließenden Chro-
matographie über eine Sepharose 6B-Säule erhalten wurden, wurden wie in Kapitel 2.8 geschil-
dert mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifuge untersucht. Der Überstand (Fraktion 1) enthielt
in Übereinstimmung mit der elektronenmikroskopischen Analyse nur niedermolekulares Mate-
rial, das durch einen Sedimentationskoeffizienten von 2,5 S und einen Diffusionskoeffizienten
von 10,1 x 10-7 cm2/s gekennzeichnet ist (Abb. 3.5 A). Unter Verwendung der Svedberg-
Abb. 3.3: Elektronenmikroskopische Darstellung von nativem HSP25
A, niedermolekulares HSP25. B, HSP25-Komplexe. Die Meßbalken weisen eine Länge von 50 nm auf. Vergröße-
rung 235.000 x.
Abb. 3.4: Ergebnisse der Strukturanalyse der negativ kontrastierten HSP25-Komplexe
A, Galerie charakteristischer Ansichten von HSP25-Komplexen. Die Ansichten entsprechen aufsummierten und
gemittelten Einzelbildern.  B, Die ersten 12 Eigen-Bilder, die bei der Bildverarbeitung generiert wurden. Die




Gleichung konnte für diese Fraktion ein Molekulargewicht von 23 kDa ermittelt werden. Dies
stimmt gut mit dem aus der Aminosäurezusammensetzung ermitteltem Wert für HSP25 überein
(23.014 Dalton) und läßt darauf schließen, daß der Überstand monomeres HSP25 enthält. Das
Reibungsverhältnis von 1,126 (siehe Gleichung 2 in Kapitel 2.8) belegt die annähernd kugel-
förmige Gestalt der HSP25-Monomere. Unter Kenntnis des Molekulargewichtes und des parti-
ellen spezifischen Volumens von HSP25 kann für diese Moleküle ein Radius von etwa 1,9 nm
angenommen werden.
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Abb. 3.5: Grafiken zur Bestimmung der Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten
Alle Diffusionsexperimente wurden bei einer Drehzahl von 6.000 U/min durchgeführt. XWP steht für den Betrag
der Verbreiterung der wandernden Grenzschicht am 16 bzw. 84%-Wert des Plateaus. A, Bestimmung des Sedi-
mentations- und Diffusionskoeffizienten des Überstands der HSP25-Präparation. Die Rotorgeschwindigkeit für die
Sedimentation betrug 40.000 U/min. B, Bestimmung des Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten von Frakti-
on 2. Die Rotorgeschwindigkeit für die Sedimentation betrug 30.000 U/min. C, Bestimmung der Sedimentations-
koeffizienten von Fraktion 2 (¡) und 3 (l). Die Trennung der beiden Fraktionen war nach ca. 50 min möglich.
Die Rotorgeschwindigkeit betrug 20.000 U/min. D, Bestimmung des Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten
von Fraktion 4. Die Rotorgeschwindigkeit für die Sedimentation betrug 20.000 U/min.
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Für die mittels Säulenchromatographie partiell getrennten Fraktionen wurden die folgenden
Ergebnisse erzielt. Fraktion 2 weist einen Sedimentationskoeffizienten von 8,5 S und einen
Diffusionskoeffizienten von 4,5 x 10-7 cm2/s auf (Abb. 3.5 B). Daraus geht eine molekulare
Masse von ca. 180 kDa hervor, was etwa dem achtfachen Wert der HSP25-Monomere
entspricht. Von Fraktion 3 konnte nur eine geringe Menge isoliert werden. Aus diesem Grund
war eine Bestimmung des Diffusionskoeffizienten nicht möglich. Diese Fraktion wies einen
Sedimentationskoeffizienten von 14,0 S auf (Abb. 3.5 C). Ein Vergleich der Sedimentations-
koeffizienten von Fraktion 2 und 3 (nach Gleichung 4 in Kapitel 2.8) deutet darauf hin, daß das
Material aus Fraktion 3 Dimeren der Fraktion 2 entspricht. Fraktion 4 ist gekennzeichnet durch
einen s20,W-Wert von 21,8 S und einem D20,W-Wert von 2,8 x 10-7 cm2/s (Abb. 3.5 D). Die
resultierende molekulare Masse von 740 kDa übersteigt diejenige des monomeren HSP25 32-
mal. Die HSP25-Komplexe scheinen Mitglieder einer polymer homologen Reihe (vgl. Glei-
chung 5 in Kapitel 2.8) mit einem ks-Wert von 2,56 x 10-3 S x Mol/g und einem as-Wert von
0,67 zu sein, was für globuläre Komplexe spricht (Cox, 1969). Im Vergleich zu den HSP25-
Monomeren sind die Sedimentationskoeffizienten der Komplexe jedoch zu klein. Die ringför-
mige Struktur, wie sie im vorherigen Abschnitt durch die elektronenmikroskopische Auswer-
tung ermittelt wurde, könnte diese Diskrepanz erklären, denn das größere Oberflä-
chen/Volumen-Verhältnis der ringförmigen Komplexe bedingt ein im Vergleich zur kompakten
Kugelform der Monomere relativ kleinen s20,W-Wert.
3.2.1.3 Ableitung eines Strukturmodells für natives HSP25
Auf der Basis der elektronenmikroskopischen und hydrodynamischen Daten wurde versucht,
die Struktur der multimeren Komplexe des nativen HSP25 zu modellieren. Mit Hilfe des Pro-
grammes HYDRO (Garcia de la Torre et al., 1994) und unter Verwendung von vorgegebenen
Daten für die Molmasse der Komplexe, der Anzahl, Größe und Koordinaten der Monomere
sowie des Auftriebsterms wurden verschiedene Anordnungen der Monomere (angenommener
Radius = 1,9 nm) konstruiert. Neben anderen Parametern wurden mit diesem Programm auch
die theoretischen Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten für die jeweiligen Modelle
ermittelt. Ein gute Übereinstimmung der theoretischen mit den experimentell ermittelten Wer-
ten konnte mit einem Modell erreicht werden, bei dem die Komplexe aus gestapelten Ringen
mit je acht Monomeren bestehen. In Abb. 3.6 sind die Monomere und die Modell-Komplexe
aus je einem, zwei oder vier Ringen mit den für sie berechneten Parametern dargestellt und den
experimentell ermittelten Werten der vier Fraktionen gegenübergestellt. Das Vier-Ring-Modell
repräsentiert den Aufbau der Komplexe aus der vierten Fraktion und entspricht der vorherr-
schenden Form der nativen Komplexe. Es ist gekennzeichnet durch einen Sedimentations-
koeffizienten von 22 S, einen Diffusionskoeffizienten von 2,9 F und ein Molekulargewicht von
736 kDa bei einem Durchmesser von 14 nm und einer Höhe von 16 nm (Behlke et al., 1995).
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3.2.2 Rekombinantes HSP25 und HSP25-Mutanten
Im Labor von M. Gaestel (MDC, Berlin) wurden in E. coli neben den Wildtypen (wt) die fol-
genden Mutanten des murinen und des menschlichen HSP25 kloniert und isoliert:
1.) HSP25-∆C18: C-terminal um 18 Aminosäuren verkürztes HSP25 der Maus
2.) HSP25-S15D: menschliches HSP25 mit Aspartat statt Serin an Position 15
3.) HSP25-S15,78D: menschliches HSP25 mit Aspartat statt Serin an Position 15 und 78
4.) HSP25-S15,78,82D: menschliches HSP25 mit Aspartat statt Serin an Position 15, 78 und 82
Die stufenweise Ersetzung der phosphorylierbaren Serine 15, 78 und 82 durch Aspartate wurde
vorgenommen, um eine Phosphorylierung an diesen Positionen zu imitieren. Darüber hinaus
wurde zum Vergleich das menschliche Wildtyp-Protein in vitro mit Hilfe der MAPKAP-Kinase
2 vollständig phosphoryliert (HSP25-P). Alle rekombinanten HSP25- Präparate wurden hin-
sichtlich des Assoziationsgrades der Komplexe untersucht und mit dem Wildtyp verglichen.
Hier wurden die Elektronenmikroskopie und ein Bildauswertungsverfahren zur Quantifizierung
der Partikelgrößen eingesetzt.
Abb. 3.6: Strukturmodell für die aus EAT-Zellen aufgereinigten HSP25-Komplexe
Modelle der dreidimensionalen Struktur der HSP25-Komplexe mit den dazugehörigen experimentell (ohne Klam-
mern) und rechnerisch (in Klammern) bestimmten Parametern. Die Dimension [F] steht für 10-7cm2/s, ∅  für
Durchmesser und h für Höhe. n.b. = nicht bestimmt.
 s20,W [S] 2,5 8,5 (8,5) 14,0 (14,2) 21,8 (22,0)
 D20,W [F] 10,1 4,5 (4,4) n.b. (3,7) 2,8 (2,9)
 Mr [kDa] 23 183 (184) 366 (368) 732 (736)
 Ø [nm] (4) 14-17 (14) 14-17 (14) 14-17 (14)
 h [nm] (4) n.b. (4) 8-10 (8) 18-20 (16)
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3.2.2.1 Elektronenmikroskopische Untersuchungen
Elektronenmikroskopische Untersuchungen wurden mit dem HSP25-Wildtyp und der HSP25-
∆C18-Mutante der Maus sowie dem HSP25-Wildtyp, der S15D-Mutante, der S15,78D-
Mutante, der S15,78,82D-Mutante und dem in vitro phosphorylierten HSP25-Wildtyp des
Menschen durchgeführt. Die Komplexe beider HSP25-Wildtypen erscheinen nach Negativkon-
trastierung als mehr oder weniger globuläre Komplexe mit ca. 15 bis 20 nm Durchmesser (Abb.
3.7 A und Abb. 3.8 A). Nur ein sehr geringer Teil der Komplexe ist kleiner als 10 nm. Die
Komplexe der ∆C18-Mutante ähneln denen des Wildtyps. Lediglich die Größenverteilung der
Komplexe erscheint hier etwas uneinheitlicher (Abb. 3.7 B). Damit wird klar, daß der C-
terminale Teil der Proteins keinen entscheidenden Einfluß auf die Quartärstruktur der Komple-
xe besitzt. Im Präparat der S15D-Mutante (Abb. 3.8 B) sind die Komplexe im Vergleich zum
Wildtyp etwas unregelmäßiger im Umriß und es erscheinen mehr kleinere Komplexe. Dem sehr
ähnlich stellt sich das Präparat der S15,78D-Mutante dar (Abb. 3.8 C). Die Tendenz zur Aus-
bildung kleiner Komplexe setzt sich bei dieser Mutante fort. Im Falle der Dreifach-Mutante
S15,78,82D (Abb. 3.8 D) sind die Komplexe deutlich kleiner. Die Mehrzahl hat nur noch einen
Durchmesser von 5 bis 10 nm. Lediglich vereinzelte Komplexe weisen die gleiche Größe wie
diejenigen des Wildtyps auf. Auffällig sind die vielen länglichen Strukturen in diesem Präparat,
möglicherweise eine spezielle Form der HSP25-Komplexe. Nahezu das gleiche Bild ergibt sich
bei dem Präparat des in vitro phosphorylierten Wildtyps (Abb. 3.8 E). Auch hier sind haupt-
sächlich kleine Komplexe und nur wenige mit 15 bis 20 nm Durchmesser zu finden. Diese
Daten zeigen eindeutig, daß der Phosphorylierungszustand die Größenverteilung der HSP25-
Komplexe beeinflußt. Die Tendenz zur Ausbildung kleinerer Komplexe wird dabei schon durch
den Austausch eines Serins erkennbar, aber erst bei der vollständigen Mutagenese aller phos-
phorylierbaren Reste, bzw. der vollständigen Phosphorylierung des Wildtyp-Proteins, wird die
Ausbildung der hochmolekularen Komplexe nahezu vollständig unterbunden.
Daß die Dreifach-Mutante denselben Phänotyp zeigt wie der phosphorylierte Wildtyp, belegt
eindrucksvoll die gelungene Imitation der Phosphorylierung durch den Austausch der Serine in
Aspartate. Diese Befunde belegen die Bedeutung der Phosphorylierung für die Quartärstruktur
von HSP25 und sprechen damit für eine Regulation der Funktion von HSP25 über die supra-
molekulare Organisation.
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3.2.2.2 Statistische Analyse der Partikelgrößen
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der verschiedenen rekombinanten HSP25-Spezies
wurden mit Hilfe des Programmes analySIS (Soft Imaging System GmbH, Münster) hinsicht-
lich der Größenverteilung der Partikel analysiert (Zur Methodik siehe Kapitel 2.7.2.3). Um die
Proben miteinander vergleichen zu können, wurde bei der Herstellung aller Präparate die glei-
che Proteinkonzentration (0,1 mg/ml) eingesetzt und die gleiche Auftragungszeit gewählt. Eine
statistische Auswertung der Ergebnisse der Partikelanalyse in den Präparaten des Wildtyps und
der Mutanten des HSP25 des Menschen ist in Tab. 3.2 zusammengefaßt. Ausgehend vom mitt-
leren Durchmesser der Wildtyp HSP25-Komplexe wurde das Volumen einer entsprechenden
Kugel berechnet. Unter Verwendung des partiellen spezifischen Volumens (0,7326 ml/g für
HSP25) und basierend auf der Annahme, daß eine hexagonale Packung der Monomere mit
einer Packungsdichte von 74% vorliegt, konnte dann das Molekulargewicht der zur Kugel
approximierten Komplexe und damit die Anzahl der HSP25-Monomere in den Komplexen
abgeschätzt werden. Die hexagonale Anordnung der Monomere entstammt dem Strukturmodell
einer früheren Untersuchung von rekombinanten HSP25-Komplexen von Behlke et al. (1991),
nach der die Hauptfraktion der Wildtyp-Komplexe aus 32 kugelförmigen Monomeren besteht.
Unter Annahme dieser Anordnung korrespondieren die fünf Haupt-Größenklassen der Wildtyp-
Komplexe (Klassen im Größenbereich von 100 bis 200 nm2) bei einem mittlerem Durchmesser
von ca. 14 bis 18 nm mit einer Anzahl von etwa 24 bis 54 HSP25-Molekülen. Im Mittel sind
das etwa 38 Monomere pro HSP25-Komplex.
Abb. 3.7: Elektronenmikroskopische Darstellung von rekombinantem murinem HSP25
A, HSP25-Wildtyp. B, HSP25-∆C18-Mutante. Die Proteinkonzentration betrug bei beiden Präparaten 0,1 mg/ml.
Die Meßbalken weisen eine Länge von 50 nm auf. Vergrößerung  270.000 x.
A B
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Abb. 3.8: Elektronenmikroskopische Darstellung von rekombinantem menschlichem HSP25
A, HSP25-Wildtyp. B, HSP25-S15D. C, HSP25-S78,82D. D, HSP25-S15,78,82D. E, phosphoryliertes wt-HSP25.






Die hier bestimmte mittlere Größe der HSP25-Komplexe ist damit etwas größer als die des
Modells von Behlke et al. (1991). Die Analyse der HSP25-Komplexe erfolgte in der vorliegen-
den Untersuchung an elektronenmikroskopischen Präparaten, die mit Hilfe der Doppelfilmtech-
nik hergestellt wurden. Dabei kann es zu einer Abflachung der Objekte zwischen den Filmen
und damit zu einer Vergrößerung des Durchmessers kommen. Außerdem wurde für die Form
der Komplexe eine Kugel, also das größtmögliche Volumen bei gegebenem mittlerem Durch-
messer, angenommen. Unter Berücksichtigung dieser Fehlerquellen ergibt sich für die Größe
der HSP25-Komplexe eine gute Übereinstimmung mit dem von Behlke et al. (1991) aufge-
stellten Modell. Insgesamt spiegelt die statistische Auswertung mit Hilfe des Bildverarbei-
tungsprogrammes die visuell erkennbaren Unterschiede der Präparate sehr gut wieder. Sie zeigt
aber auch, daß in allen Präparaten neben den hauptsächlich vertretenen Größenklassen eine

























Nm² % nm kDa
    0 -   20          2,9          6,4        11,1        15,2        15,0            3,8             11            0,5
  20 -   40          2,2          7,8        11,8        19,7        18,1            7,9             72            3,2
  40 -   60          2,1          7,2        10,7        17,8        15,9          10,2           164            7,3
  60 -   80          3,1          7,8          9,7        14,5        14,0          11,9           271          12,0
  80 - 100          5,9          8,2          9,4          9,8          9,6          12,9           396          17,6
100 - 120          9,6          9,3        10,1          6,9          6,6          14,0           536          23,8
120 - 140        13,2          9,3        11,3          4,6          5,2          14,9           687          30,5
140 - 160        15,4          9,1          9,7          3,4          4,1          16,0           847          37,7
160 - 180        15,2        10,8          6,3          3,1          2,6          17,0         1012          45,0
180 - 200        10,6          7,0          3,9          1,3          2,3          17,9         1204          53,5
200 - 220          6,1          5,4          2,2          0,9          1,7          19,3         1393          61,9
220 - 240          5,2          3,0          1,0          0,7          1,1          20,2         1591          70,7
      > 240          8,6          8,6          2,7          2,2          3,8          23,2         2164          96,2
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Tab. 3.2: Statistische Auswertung der Partikelgrößen von HSP25-Wildtyp und -Mutanten
Ausgewertet wurde der einer Fläche von 1 µm² entsprechende Bereich einer repräsentativen elektronenmikrosko-
pischen Aufnahme der jeweiligen Mutante. Insgesamt wurden 3156 (wt), 4838 (S15D), 6363 (S78,82D), 8113
(S15,78,82D) bzw. 7709 (HSP25-P) Komplexe detektiert. Die fünf Klassen mit der größten Anzahl von Partikeln
jeder HSP25-Spezies sind grau unterlegt.
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3.3 Wechselwirkung von kHSPs mit Actin
3.3.1 Hemmung der Actinpolymerisation durch kHSPs und HSP25-Mutanten
Zur Messung der Actinpolymerisation wurde Pyrenyl-markiertes G-Actin verwendet, das durch
die Zugabe von Actin-Keimen und Salzen zur Polymerisation gebracht wird. Die fortschreiten-
de Polymerisation des Actins wurde in einem Fluoreszenzphotometer als Anstieg in der Fluo-
reszenzintensität registriert (siehe Kapitel 2.9). Unter den gewählten Bedingungen ist der Start
der Polymerisation von der Gegenwart von Actin-Keimen abhängig (Pollard, 1983) (Abb. 3.9
A, Kurve 1). Der Verzicht auf die Keime resultiert in einer verlängerten Verzögerungsphase der
Polymerisation (Abb. 3.9 A, Kurve 2).
In Abb. 3.9 B ist der Einfluß von nativem HSP25 auf die Actinpolymerisation dargestellt. Die
Hemmung der Actinpolymerisation durch dieses Präparat ist deutlich zu erkennen (Kurve 2).
Das isolierte HSP25 liegt nach den schon dargelegten elektronenmikroskopischen und hydro-
dynamischen Analysen (vgl. Kapitel 3.2.1) zum Teil als Monomer vor, und diese Fraktion ist
wahrscheinlich für die Hemmung der Actinpolymerisation verantwortlich. Die abgeschätzte
Aktivität dieser HSP25-Fraktion liegt bei ca. der Hälfte des von Benndorf et al. (1994) ermit-
telten Wertes, was mit der fehlenden Auftrennung dieser Probe in die einzelnen HSP25-Spezies
erklärt werden kann. Die für diese Versuche notwendigen Mengen an Monomeren wurden hier
nicht noch einmal isoliert.
Abb. 3.9: Hemmung der Actinpolymerisation durch kHSPs und HSP25-Mutanten
A, Actinpolymerisation (50 µg/ml G-Actin  =  1,16 µM) ohne (Kurve 1) oder mit 4,3 µg/ml (= 0,1 µM) Actin-
Keimen (Kurve 2). B, Actinpolymerisation (50 µg/ml G-Actin) unbeeinflußt (Kurve 1) oder in Anwesenheit eines
zweifachen molaren Überschusses an nativem HSP25 (Kurve 2). C, Actinpolymerisation (50 µg/ml G-Actin)
unbeeinflußt (Kurve 1) oder in Anwesenheit eines 20-fachen molaren Überschusses an humanem HSP25 (Kurve
3), murinem HSP25-∆C18 (Kurve 2, nur 10-facher Überschuß) bzw. humanem HSP25-S15,78,82D (Kurve 4).













































Parallel zum nativen HSP25 wurden αB-Crystallin (kommerzielles Produkt von Sigma, Dei-
senhofen), rekombinantes murines und humanes HSP25 sowie die in Kapitel 3.2.2 beschriebe-
nen Mutanten im Actinpolymerisations-Assay verwendet. Bei diesen Versuchen blieben sowohl
αB-Crystallin als auch alle rekombinanten Proteine ohne Wirkung. Stellvertretend ist in Abb.
3.9 C die Actinpolymerisation in Anwesenheit eines 20-fachen molaren Überschusses an re-
kombinantem Wildtyp-HSP25 des Menschen und der Dreifach-Mutante (HSP25-S15,78,82D),
bzw. eines 10-fachen molaren Überschusses an der Mutante mit dem verkürzten C-Terminus
(HSP25-∆C18) dargestellt.
Da sowohl das rekombinante HSP25 als auch αB-Crystallin hauptsächlich als hochmolekulare
Komplexe vorliegen, deuten die Ergebnisse darauf hin, daß diese Proteine aufgrund ihres Asso-
ziationszustandes nicht in der Lage sind, die Actinpolymerisation zu hemmen. Interessanterwei-
se bildet die Mutante mit den drei Aminosäureaustauschen keine hochmolekularen Komplexe
mehr (vgl. Kapitel 3.2.2), so daß hier die Proteine als Mono- bis Oligomere mit simulierter
Phosphorylierung vorliegen. Da auch diese Mutante die Actinpolymerisation nicht hemmt, wird
die Hypothese bestätigt, daß für die Funktion als Inhibitor der Actinpolymerisation zumindest
in vitro nur die monomeren nichtphosphorylierten HSP25-Moleküle verantwortlich sind.
3.3.2 Hemmung der Actinpolymerisation durch Peptide von kHSPs
Um zu analysieren, welche Teile des HSP25-Moleküles hauptverantwortlich für die inhibitori-
sche Wirkung bei der Actinpolymerisation sind, wurde eine Peptid-Bibliothek synthetisiert, die
die gesamte Aminosäuresequenz des Proteins in Form von sich überlappenden Peptidsequenzen
umfaßt. Als Kriterium für die Synthese wurde eine Peptidlänge von 15 Aminosäuren und eine
Überlappung von ca. fünf Aminosäuren zugrundegelegt. In Tab. 3.3 sind die entsprechenden
Peptidsequenzen aufgelistet.
Peptid Rest Sequenz Rest
1 1 MTERRVPFSLLR  12
2 7 PFSLLRSPSWEP  18
3 14 PSWEPFRDWYPAHSR  28
4 24 PAHSRLFDQAFGVPR  38
5 34 FGVPRLPDEWSQWFS  48
6 43 WSQWFSAAGWPGYVR  57
7 53 PGYVRPLPAATAEGP  67
8 63 TAEGPAAVTLAAPAF  77
9 73 AAPAFSRALNRQLSS  87
10 83 RQLSSGVSEIRQTA  96
11 92 IRQTADRWRVSLDVN 106
12 102 SLDVNHFAPEELTVK 116
13 112 ELTVKTKEGVVEITG 126
14 121 VVEITGKHEERQDEH 135
15 131 RQDEHGYISRCFTRK 145
16 140 RCFTRKYTLPPGVDP 154
17 150 PGVDPTLVSSSLSPE 164
18 160 SLSPEGTLTVEAPLP 174
19 169 VEAPLPKAVTQSAEI 183
20 177 VTQSAEITIPVTFEA 191
21 186 PVTFEARAQIGGPEA 200
22 195 IGGPEAGKSEQSGAK 209
Tab. 3.3: Peptid-Bibliothek der HSP25-
Sequenz
Peptid 1 repräsentiert den N-Terminus und
Peptid 22 den C-Terminus des Proteins. Die
Peptide haben überlappende Enden von 4-7
Aminosäuren und wurden bis auf die Peptide
1, 2 und 10 als 15mer synthetisiert. Die nicht
mit Nachbarpeptiden überlappenden Regionen
sind durch Fettdruck hervorgehoben.
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Die Peptide wurden im Actinpolymerisations-Assay zunächst bei einem 20-fachen molaren
Überschuß zu G-Actin getestet. Von diesen Peptiden wiesen Peptid 6 (Trp43-Arg57) und Pep-
tid 11 (Ile92-Asn106) einen deutlichen inhibitorischen Effekt auf. Alle anderen Peptide hatten
unter diesen Bedingungen keinen signifikanten Einfluß. Peptid 11 ist dabei wesentlich effizi-
enter als Peptid 6 (Abb. 3.10 A).
Die Konzentrationsabhängigkeit der Hemmung dieser beiden Peptide ist in Abb. 3.10 B und C
wiedergegeben. Dabei wurde Peptid 6 (Abb. 3.10 B) mit einem 4-, 8-, 12- und 16-fachen mola-
ren Überschuß eingesetzt und Peptid 11 (Abb. 3.10 C) bei molaren Verhältnissen von 0,5, 1, 2,
4, 6, 8, und 10 von Peptid zu G-Actin getestet. Die Abschätzung der Aktivität der Peptide als
prozentuale Hemmung der Actinpolymerisation wurde aus der Steigung dieser Kurven während
der ersten 5 min ermittelt und ist in Abb. 3.10 D dargestellt. Aus diesen Daten geht hervor, daß
eine 50%ige Hemmung im Falle von Peptid 6 bei einem molaren Verhältnis von 1:10 und im
Falle von Peptid 11 bei einem Verhältnis von 1:2,5 erreicht wird.
Als zweite, unabhängige Methode zur Kontrolle der Actinpolymerisation wurde die Elektro-
nenmikroskopie genutzt. In diesem Fall wurden die Bedingungen insoweit modifiziert, als die
Actin-Keime weggelassen wurden, um sicher zu sein, daß alle beobachteten Actinfilamente neu
gebildet waren. Außerdem wurden die Versuchsansätze für 15 min inkubiert, bevor sie für die
elektronenoptische Auswertung verarbeitet wurden, um der verlängerten Verzögerungsphase
bei der Abwesenheit von Polymerisations-Keimen Rechnung zu tragen (vgl. Abb. 3.10 A). In
Abb. 3.11 ist der Einfluß von Peptid 11 auf die Actinpolymerisation zu erkennen.
Abb. 3.10: Einfluß von HSP25 Peptid 6 und 11 auf die Actinpolymerisation
A, Actinpolymerisation (2µM G-Actin) in Abwesenheit (Kurve 1) oder Anwesenheit von 16 µM Peptid 11 (Kurve
3) oder 16 µM Peptid 6 (Kurve 2). B, Actinpolymerisation in Anwesenheit von 0-, 4-, 8-, 12- und 16- fachem
molaren Überschuß von Peptid 6 zu G-Actin (2 µM), Actinpolymerisation in Anwesenheit von 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8
und 10-fachem molaren Überschuß von Peptid 11 zu G-Actin (2 µM). D, prozentuale Hemmung der Actinpolyme-
risation bei verschiedenen molaren Verhältnissen von Peptid 6 (¡) und Peptid 11 (l) zu G-Actin. Die Daten
ergeben sich aus dem Anstieg der in Teil B und C dargestellten Kurven.









































































Während es bei der Kontrolle (1 µM G-Actin) zur Ausbildung von langen Actinfilamenten
kommt (Abb. 3.11 A), werden in Anwesenheit von 10 µM Peptid 11 keine Filamente mehr
gebildet (Abb. 3.11 B). Die Anwesenheit derselben Menge Peptid 6 führt zu einer reduzierten
Anzahl an Filamenten (nicht gezeigt). Damit bestätigen die elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen die Resultate der Fluoreszenzspektroskopie.
Um zu analysieren, welche Aminosäuren des effektivsten Peptids 11 hauptverantwortlich für
die Hemmung der Actinpolymerisation sind, wurden N-terminal und C-terminal verkürzte
Varianten dieses Peptids hergestellt. Der Einfachheit halber wurden für die Benennung dieser
Peptide Abkürzungen verwendet, wie sie in Tab. 3.4 aufgelistet sind. Im Experiment zeigten
alle verkürzten Peptide eine schwächere, z.T. sogar deutlich schwächere Aktivität bei der
Hemmung der Actinpolymerisation im Vergleich zum Original-15mer. Aus diesem Grund
wurden sie bei höheren molaren Verhältnissen von Peptid zu Actin getestet. Bei einem 40-
fachen Überschuß an verkürztem Peptid ergab sich das in Abb. 3.12 A wiedergegebene Bild mit
folgenden Reihenfolge in der Effektivität: Peptid 11∆N1 (Kurve 8) > Peptid 11∆N6 (Kurve 7)
>> Peptid 11∆C4 (Kurve 6) > Peptid 11∆N2 (Kurve 5) = Peptid 11∆N9 (Kurve 4) = Peptid
11∆C6 (Kurve 3) > Peptid 11∆N3 (Kurve 2). Die Peptide 11∆C8 und 11∆N4C3 waren in diesem
Assay inaktiv (nicht gezeigt). In Tab. 3.4 sind die relativen Aktivitäten dieser Peptide im Ver-
gleich zu Peptid 11 als Zahlenwerte dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, daß es keine einfache
Korrelation zwischen der Länge der Peptide und der Beibehaltung der Funktion von Peptid 11
gibt. Während bei einer Kürzung des N-Terminus um die beiden Aminosäuren IR (Peptid
11∆N2) ein drastischer Abfall in der Aktivität zu beobachten ist, hat die Kürzung des C-
Terminus um die 4 Aminosäuren LDVN (Peptid 11∆C4) einen deutlich schwächeren Effekt.
Die Verkürzung des C-Terminus um die 6 Aminosäuren VSLDVN (Peptid 11∆C6) reduziert die
inhibitorische Aktivität des Peptids weiter, wohingegen eine Verkürzung des N-Terminus um
Abb. 3.11: Darstellung des Einflusses von HSP25 Peptid 11 auf die Actinpolymerisation mittels
Elektronenmikroskopie
A, Actinpolymerisation (1 µM) in Abwesenheit (A) und in Anwesenheit von 10 µM Peptid 11 (B). Die Meßbalken
weisen eine Länge von 200 nm auf. Vergrößerung, x 90 000.
A B
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die 6 Aminosäuren IRQTAD (Peptid 11∆N6) im Vergleich zu den um IR und IRQ verkürzten
Peptiden eine erneute Steigerung der hemmenden Aktivität bewirkt. Die Wiederherstellung
dieser Funktion trotz der Verkürzung von Peptid 11 über Peptid 11∆N1, 11∆N2 und 11∆N3 zu
Peptid 11∆N6 deutet auf eine besondere Rolle des Sequenzelementes TAD hin. Man könnte
diese drei Aminosäuren für die Verbindungssequenz zwischen den beiden Regionen des Peptids
halten, die die funktionelle Einheit für die Interaktion mit Actin bilden. Im Falle des Peptids
11∆N4C3 ist die Aktivität völlig verlorengegangen. Dieses Peptid umfaßt die zentralen 8 Ami-
nosäuren von Peptid 11 und bestätigt zusammen mit den Ergebnissen von Peptid 11∆N2,
11∆N3 und 11∆C4, daß die N-terminalen Aminosäuren IRQ und die C-terminalen Aminosäuren
DVN die größte Bedeutung bei der Interaktion von Peptid 11 mit Actin besitzen. Daß nicht nur
die Kürze des Peptids 11∆N4C3 (ADRWRVSL) für die mangelnde Fähigkeit, mit Actin zu
interagieren verantwortlich ist, kann aus der Tatsache geschlossen werden, daß das nur 6 Ami-
nosäuren umfassende Peptid 11∆N9 (VSLDVN) schon einen deutlichen inhibitorischen Effekt
auf die Actinpolymerisation hat. Da die Sequenzmotive IRQ oder DVN auch in den benach-
barten, aber inaktiven Peptiden 10 und 12 enthalten sind, folgt außerdem, daß sie allein nicht
ausreichend sind für die hemmende Wirkung auf die Actinpolymerisation. Ein Vergleich der
inhibitorischen Wirkung der Peptide 11∆N3, 11∆C4 und 11∆N4C3 deutet schließlich auf eine




11  92                 IRQTADRWRVSLDVN 106 100 Maus
11Hu  88                 IRHTADRWRVSLDVN 102   0 Mensch
11Ch  86                 IRQSADSWKVTLDVN 100  10 Huhn
11αB  68                 MRLEKDRFSVNLDVK  82   0 Maus
11rm   -                 TWLQRDANVRDISRV   -   0   -
11∆C4  92                 IRQTADRWRVS 102  10 Maus
11∆C6  92                 IRQTADRWR 100   5 Maus
11∆C8  92                 IRQTADR  98   0 Maus
11∆N1  93                  RQTADRWRVSLDVN 106  25 Maus
11∆N2  94                   QTADRWRVSLDVN 106   5 Maus
11∆N3  95                    TADRWRVSLDVN 106   2 Maus/Mensch
11∆N6  98                       RWRVSLDVN 106  12 Maus/Mensch
11∆N9 101                          VSLDVN 106   5 Maus/Mensch
11∆N4C3  96                     ADRWRVSL 103   0 Maus/Mensch
11+N16(P)  76 AFSRALNRQLSSGVSEIRQTADRWRVSLDVN 106  50 (25) Maus
11Hu+N16(P)  72 AYSRALSRQLSSGVSEIRHTADRWRVSLDVN 102  12  (0) Mensch
11αB+N15(P)  53 SFLRAPSW-IDTGLSEMRLEKDRFSVNLDVK  82  50 (25) Maus
Tab. 3.4:Vergleich der vom Maus HSP25 Peptid 11 abgeleiteten Sequenzen
Die Peptide wurden entsprechend der HSP25-Sequenz verschiedener Spezies (Maus, Mensch und Huhn) und der
Maus αB-Crystallin-Sequenz synthetisiert. N- bzw. C-terminale Verkürzungen oder Verlängerungen, ausgehend
vom Peptid 11 der Maus, spiegeln sich in der Bezeichnung der Peptide wider. Die Nummern geben die Position
der N-terminalen (links) und der C-terminalen (rechts) Aminosäuren der Peptide im Protein an. Die Effektivität der
Peptide im Actinpolymerisationsexperiment ist durch relative Werte im Vergleich zum Peptid 11 angegeben. Die
Angaben in Klammern beziehen sich auf die phosphorylierte Variante des Peptids (P). Die jeweils phosphorylier-
ten Serinreste sind in der Sequenz durch Unterstreichung und Fettdruck markiert.
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Aufgrund der konservierten Struktur und Funktion der kleinen Hitzeschockproteine und des
ubiquitären Vorkommens von Actin in eukaryotischen Zellen konnte man vermuten, daß die
homologen Regionen des Maus-HSP25-Peptids 11 aus anderen Spezies ebenfalls die Polymeri-
sation von Actin inhibieren. Aus diesem Grund wurden die zum Peptid 11 homologen Sequen-
zen des humanen (11Hu) und des Huhn-HSP25 (11Ch) sowie die des murinen αB-Crystallin
(11αB) synthetisiert. Die Sequenzen wurden einem Vergleich entnommen, der für die gesamte
Aminosäuresequenz dieser Proteine durchgeführt wurde, wie sie in Abb. 3.13 gezeigt sind. Aus
der Gegenüberstellung in Tab. 3.4 geht hervor, daß die menschliche Sequenz von Peptid 11 an
einer Position (Glu3→  His), die Huhn-Sequenz an vier Positionen (Thr4→ Ser; Arg7→ Ser;
Arg9→ Lys und Ser11→ Thr) und die αB-Crystallin-Sequenz an acht Positionen (Ile1→ Met,
Gln3→ Leu, Thr4→ Glu, Ala5→ Lys, Trp8→ Phe, Arg9→ Ser, Ser11→ Asn und Asn15→ Lys)
von der Maus-Sequenz abweicht. Außerdem wurde als Kontrolle eine Zufallssequenz mit den
Aminosäuren des Peptids 11 konstruiert (11rm). Erstaunlicherweise hatten bei einem 20-fachen
molaren Überschuß sowohl das von der αB-Crystallin-Sequenz abgeleitete als auch das
menschliche Peptid 11 keinen Einfluß auf die Actinpolymerisation in vitro (Abb. 3.12 B, Kur-
ven 1 und 3). Dies traf auch für das Zufallspeptid zu (Abb. 3.12 B, Kurve 4). Das Huhn-HSP25-































































Abb. 3.12: Einfluß verschiedener Peptid 11-Abkömmlinge auf die Actinpolymerisation
A, Actinpolymerisation (2 µM G-Actin) ohne Peptide (Kurve 1) oder in Gegenwart von 80 µM der verkürzten
Peptide 11∆N3 (Kurve 2), 11∆C6 (Kurve 3), 11∆N2 (Kurve 4), 11∆N9 (Kurve 5), 11∆C4 (Kurve 6), 11∆N6 (Kurve
7) und 11∆N1 (Kurve 8). B, Actinpolymerisation (2 µM G-Actin) ohne Peptide (Kurve 2) oder in Gegenwart von
40 µM der zu Peptid 11 homologen Peptide des αB-Crystallins (11αB, Kurve 1), des menschlichen HSP25 (11Hu,
Kurve 3), des HSP25 des Huhns (11Ch, Kurve 5) und des Zufallspeptids (11rm, Kurve 4) sowie in Gegenwart von
80 µM des Huhn-Peptids (11Ch, Kurve 6). C, Actinpolymerisation (2 µM G-Actin) ohne Peptide (Kurve 1) oder in
Gegenwart von 20 µM der verlängerten Peptide 11Hu+N16P (Kurve 2), 11Hu+N16 (Kurve 3), 11αB+N15P
(Kurve 4) 11+N16P (Kurve 5), 11+N16 (Kurve 6) und 11αB+N15 (Kurve 7). Die Kurven sind Repräsentanten aus
3 bis 5 unabhängigen Versuchen.
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einem 40-fachen molaren Überschuß steigern ließ, wie aus Abb. 3.12 B, Kurve 6 hervorgeht.
Die anderen Peptide blieben auch unter diesen Bedingungen inaktiv (nicht gezeigt).
Da der einzige Unterschied zwischen dem murinen und dem menschlichen Peptid 11 der Aus-
tausch eines Glutamins zu einem Histidin ist, wurde untersucht, ob möglicherweise eine post-
translationale Modifikation des Histidins nötig ist, um eine inhibitorische Wirkung des Peptids
bei der Actinpolymerisation zu erreichen. Häufig vorkommende Modifikationen beim Histidin
sind Methylierungen und Phosphorylierungen und für eine Reihe anderer Hitzeschockproteine
wurden bereits Methylierungen beschrieben. Deshalb wurde das menschliche Peptid 11 mit den
beiden möglichen Methylierungen an diesem Histidin, dem Nτ-Methyl-Histidin und dem Nπ-
Methyl-Histidin synthetisiert und im Actinpolymerisations-Assay getestet. Es stellte sich her-
aus, daß auch diese modifizierten Peptide keinen Einfluß auf die Actinpolymerisation haben
(nicht gezeigt).
Abb. 3.13: Vergleich der Sequenzen von Maus-, Mensch- und Huhn-HSP25 sowie von Maus-αB-
Crystallin.
Alle Sequenzen stammen aus der SWISSPROT Datenbank. Sie wurden mit dem Programm MSA (Lipman et al.,
1989) aligniert und von Hand nachgebessert. In der Consensus-Reihe sind die Reste, die in allen vier Sequenzen
identisch sind, mit Großbuchstaben und die Reste, die in drei von vier Sequenzen identisch sind, mit Kleinbuchsta-
ben vertreten. Die geschlossenen Pfeile deuten auf die Phosphorylierungsstellen des murinen HSP25 und der
offene Pfeil auf die zusätzliche Phosphorylierungsstelle beim menschlichen HSP25. Die Peptid 6 und 11 umfas-
senden und getesteten Sequenzen sind durch Fettdruck hervorgehoben. Das Doppelkreuz kennzeichnet den Beginn
der konservierten α-Crystallin-Domäne (de Jong et al., 1993; Caspers et al., 1995) und die Sterne die hoch konser-
vierten Regionen nach Singh et al. (1995). Die Quellen der Sequenzen sind: Mus musculus-HSP25 (Gaestel et al.,
1989) korrigiert von Gaestel et al. (1993), Homo sapiens-HSP25 (Hickey et al., 1986) korrigiert von Carper et al.
(1990), Gallus gallus-HSP25 (Miron et al., 1991) und  Mus musculus-αB-Crystallin (Datenbanknummer P23927).
            1              ↓                                                          70
HS25_MOUSE  MTERRVPFSL LRSPSWEPFR DWYPAHSRLF DQAFGVPRLP DEWSQWFSAA GWPGYVRPLP AATAEGPAAV
HS25_HUMAN  MTERRVPFSL LRGPSWDPFR DWYP. HSRLF DQAFGLPRLP EEWSQWLGGS SWPGYVRPLP PAAI ESPA. .
HS25_CHI CK  MAERRVPFTF LTSPSWEPFR DWYH. GSRLF DQSFGMPHI P EDWYKWPSGS AWPGYFRLLP SESALLPA. .
CRAB_MOUSE  . . . . . MDI AI  HHPWI RRPFF PFHS. PSRLF DQFFGEHLLE SDLFSTATSL S. PFYLRP. .  . . . . . . . . . .
Consensus   m. er r vpf . .  l . . ps w. PFr  dwy. . . SRLF DQ. FG. p. l p . . w. . w. . . .  . wPgY. Rpl p . . . . . . pa. .
            71          ⇓    ↓     #                                   ******* ****** 140
HS25_MOUSE  TLAAPAFSRA LNRQLSSGVS EI RQTADRWR VSLDVNHFAP EELTVKTKEG VVEI TGKHEE RQDEHGYI SR
HS25_HUMAN  . VAAPAYSRA LSRQLSSGVS EI RHTADRWR VSLDVNHFAP DELTVKTKDG VVEI TGKHEE RQDEHGYI SR
HS25_CHI CK  . . PGSPYGRA LS. ELSSGI S EI RQSADSWK VTLDVNHFAP EELVVKTKDN I VEI TGKHEE KQDEHGFI SR
CRAB_MOUSE  . . . . PSFLRA PS. WI DTGLS EMRLEKDRFS VNLDVKHFSP EELKVKVLGD VI EVHGKHEE RQDEHGFI SR
Consensus   . . . . p. . . RA l s . . l s s G. S Ei R. . aDr w.  V. LDVnHFaP eEL. VKt k. .  vvEi t GKHEE r QDEHG. I SR
            141                ** *********                                         209
HS25_MOUSE  CFTRKYTLPP GVDPTLVSSS LSPEGTLTVE APLPKAVTQS AEI TI PVTFE ARAQI GGPEA GKSEQSGAK
HS25_HUMAN  CFTRKYTLPP GVDPTQVSSS LSPEGTLTVE APMPKLATQS NEI TI PVTFE SRAQLGGRSC KI R. . . . . .
HS25_CHI CK  CFTRKYTLPP GVEATAVRSS LSPDGMLTVE APLPKPAI QS SEI TI PVTVE AKKEEPAKK.  . . . . . . . . .
CRAB_MOUSE  EFHRKYRI PA DVDPLAI TSS LSSDGVLTVN GP. . RKQVSG PERTI PI TRE EKPAVAAAPK K. . . . . . . .
Consensus   cFt RKYt l Pp gVdpt . v. SS LSp. G. LTVe aP. pk. . . qs . Ei TI PvT. E . . . . . . . . . .  . . . . . . . . .
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Die getesteten Modifikationen von Peptid 11 zeigen, daß es keinen einfachen Zusammenhang
zwischen der Aminosäuresequenz und der Beeinflussung der Funktion gibt. Der Vergleich der
Sequenzen von murinem und menschlichem HSP25 deutet allerdings auf eine essentielle Rolle
des Glutamins an Position 3 des Peptids 11 hin (Position 94 in HSP25), da das inaktive
menschliche Peptid 11 nur an dieser Stelle von der murinen Sequenz abweicht. Eine regulatori-
sche Rolle durch Methylierung scheint dem Histidin des menschlichen Proteins an dieser Stelle
nicht zuzukommen, da die methylierten Varianten des humanen Peptids 11 sich im Actinpoly-
merisationsexperiment nicht anders verhielten als das nicht methylierte Peptid. Aus den Daten
geht weiterhin hervor, daß ein aktives Peptid mindestens neun Aminosäuren lang sein sollte, da
alle kürzeren Peptide und ein 9mer nur noch sehr geringe Aktivitäten als Inhibitoren der Actin-
polymerisation aufwiesen. Zusammen mit den Ergebnissen mit dem Zufallspeptid deutet dies
darauf hin, daß nicht allein die Aminosäurezusammensetzung, sondern die Sequenz in Kombi-
nation mit der Sekundärstruktur zu dem inhibierenden Effekt der Peptide führt.
Wie schon in der Einleitung besprochen, ist eine auffällige Eigenschaft von HSP25 die rasche
Phoshorylierbarkeit. Es ist bekannt, daß die Phosphorylierung ein wichtige Rolle bei der Regu-
lation der Actinpolymerisation-hemmenden Eigenschaft von HSP25 spielt (Benndorf et al.,
1994). Aus diesem Grund wurden die Peptide aus der murinen bzw. humanen Sequenz, die das
Peptid 11 und die N-terminal angrenzende Phosphorylierungsstelle am Serin 86 bzw. an den
Serinen 78 und 82 umfaßten und ein dazu homologes Peptid aus der Sequenz des αB-
Crystallins der Maus synthetisiert und getestet. Die resultierenden Peptide waren 31 bzw. 30
Aminosäuren lang und beinhalteten die Aminosäuren 76 bis 106 (Maus HSP25: 11+N16) bzw.
72 bis 102 (Mensch HSP25: 11Hu+N16) oder 53 bis 82 im Falle des Maus αB-Crystallins
(11αB+N15). Von diesen Peptiden wurde jeweils die phosphorylierte und die unphosphorylierte
Variante hergestellt, um zu testen, ob diese Modifikation, ähnlich wie beim gesamten Protein,
die Polymerisations-hemmende Wirkung beeinflussen kann. Aus Abb. 3.12 C geht hervor, daß
die unphosphorylierten Peptide aus der Sequenz des murinen HSP25 (Peptid 11+N16, Kurve 6)
und des αB-Crystallins (11αB+N15, Kurve 7) die Actinpolymerisation bei einem 10-fachen
molaren Überschuß etwa halb so effektiv hemmen wie das Peptid 11 (vgl. Abb. 3.10 C). Die
dazugehörigen phosphorylierten Varianten (11+N16P, Kurve 5 und 11αB+N15P, Kurve 4)
zeigen ebenfalls noch einen deutlichen Hemmeffekt, der jedoch in beiden Fällen signifikant
schwächer ausfällt als bei den entsprechenden unphosphorylierten Peptiden. Im Vergleich dazu
hat das unphosphorylierte humane HSP25-Peptid (11Hu+N16) einen wesentlich schwächeren
Effekt (Abb. 3.12 C, Kurve 3) und die phosphorylierte Variante dieses Peptids (Hu11+N16P)
war sogar inaktiv (Abb. 3.12 B, Kurve 2). Der Unterschied zwischen phosphorylierter und
nichtphosphorylierter Variante des humanen Peptids wurde bei einem 20-fachen Überschuß
zum Actin wesentlich deutlicher. Während der Effekt des unphosphorylierten Peptids deutlich
ansteigt, bleibt das phosphorylierte Peptid auch unter diesen Bedingungen inaktiv (nicht ge-
zeigt). Die relativen Aktivitäten aller getesteten Peptide im Vergleich zu Peptid 11 können aus
Tab. 3.4 entnommen werden. Diese Ergebnisse bestätigen die regulatorische Rolle der Phos-
phorylierung in bezug auf die Funktion von HSP25 als Inhibitor der Actinpolymerisation. Dar-
über hinaus belegen sie die besondere Bedeutung des zweiten (Maus) bzw. dritten (Mensch)
3 Ergebnisse 45
Phosphorylierungsortes die in enger räumlicher Nähe zu der Sequenz mit der effektivsten
Hemmeigenschaft liegen.
3.3.3 Hydrodynamische Parameter von Actin und HSP25-Peptiden
Die Bestimmung der molekularen Masse von G-Actin wurde aus der radialen Konzentrations-
verteilung unter Sedimentations-Gleichgewichts-Bedingungen bestimmt und betrug 41.300 ±
700 Dalton. Dabei lag das G-Actin bei einem Sedimentationskoeffizienten von 3,0 ± 0,1 S als
homogene Fraktion ohne Oligomere vor. Peptid 11 liegt in Lösung ebenfalls als Monomer vor,
was sich aus der molekularen Masse von 1825 ± 166 Dalton ergibt. Dieser Wert steht in guter
Übereinstimmung mit dem aus der Aminosäure-Zusammensetzung berechneten theoretischen
Molekulargewicht von 1830 Dalton und zeigt, daß das Peptid nicht zur Selbstassoziation neigt.
Die hydrodynamischen Parameter einiger weiterer untersuchter Peptide sind in Tab. 3.5 aufge-
listet. In allen Fällen liegen die Peptide offensichtlich als Monomere vor. Die Reibungsverhält-
nisse f/f0 deuten auf eine leichte bis deutliche Abweichung von der Kugelform bei der Konfor-
mation der Peptide in Lösung hin, wie dies für Peptide dieser Größenordnung zu erwarten ist.
Peptid   Mth       Mex        s (S) D (107cm2/s) ν (ml/g)        f/f0 V (nm3)
11 1829 1825 ± 166 0,455 ± 0,017 22,15 ± 1,15 0,725 1,19 ± 0,02 2,203
11∆C6 1201 1184 ±   42 0,297 ± 0,003 21,76 ± 0,54 0,718 1,40 ± 0,01 1,433
11∆C4 1388 1373 ±   40 0,310 ± 0,002 19,88 ± 0,45 0,723 1,46 ± 0,02 1,667
11∆N4C3 1002   996 ±   47 0,290 ± 0,006 26,96 ± 0,61 0,729 1,20 ± 0,01 1,214
11+N16 3533 3506 ± 262 0,517 ± 0,015 13,07 ± 0,60 0,725 1,62 ± 0,06 4,253
11+N16P 3612 3597 ± 272 0,526 ± 0,019 12,97 ± 0,53 0,725 1,62 ± 0,06 4,348
Um die Stärke der Wechselwirkung zwischen G-Actin und Peptid 11 zu untersuchen, wurden
verschiedene Mischungen von 3,9 µM Protein und äquimolaren Mengen an Peptid 11 bis zu
einem 7-fachen Überschuß an Peptid zentrifugiert Die Konzentrationsverteilungs-Kurven unter
Sedimentations-Gleichgewichts-Bedingungen wurden dann im Hinblick auf die partiellen
Konzentrationen der Reaktanten analysiert (Abb. 3.14). Dabei wurde die Bildung eines 1:1
Komplexes zwischen G-Actin und dem Peptid angenommen. Aus diesen Daten wurde eine
Tab. 3.5: Hydrodynamische Parameter einiger HSP25-Peptide
Mth = theoretisches Molekulargewicht, Mex = experimentell bestimmtes Molekulargewicht, s = Sedimentations-
koeffizient, D = Diffusionskoeffizient, ν= partielles spezifisches Volumen, f/f0 = Reibungsverhältnis, V = Volu-
men
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Assoziationskonstante von 3,7 ± 0,6 x 105 M-1 ermittelt. Zur Kontrolle wurde das im Polymeri-
sationsexperiment inaktive Peptid 3 unter denselben Bedingungen untersucht. In diesem Fall
konnte keine signifikante Assoziationskonstante ermittelt werden (nicht gezeigt).
Abb. 3.14: Konzentrationsverteilungskurven von Actin und Peptid 11
Radiale Konzentrationsverteilungen von Actin und Peptid 11 bei einem 5-fachen molaren Überschuß an Peptid
unter Sedimentations-Gleichgewichts-Bedingungen, aufgezeichnet bei 280 nm (¡), 285 nm (l) und 290 nm (¨).
Die partiellen Konzentrationen des Actin/Peptid-Komplexes (Kurve 1), der freien Actins (Kurve 2) und des freien
Peptids (Kurve 3 ) für die bei 280 nm aufgezeichnete Konzentrationsverteilung wurden wie in Kapitel 2.8 be-
schrieben ermittelt.
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3.3.4 Peptid-Epitop-Scanning von HSP25 und Actin
Zellulose-gebundene Peptid-Bibliotheken wurden von der HSP25- und der Actin-Sequenz
angefertigt. Hinweise für einer Interaktion zwischen HSP25 und Actin waren mit dieser Metho-
de nur bei der Inkubation von HSP25 mit der Actin-Peptidmembran, nicht aber bei der Inkuba-
tion von Actin mit der HSP25-Peptidmembran zu erkennen. Die Wechselwirkungen konnten
erst bei der direkten Detektion der gebundenen Proteine auf der Peptid-Membran nachgewiesen
werden, vorausgegangene Elektrotransferversuchen zum indirekten Nachweis der gebundenen
Proteine auf einer Western-Blot-Membran blieben ohne Erfolg. In Abb. 3.15 ist das Ergebnis
des direkten Nachweises von HSP25 auf der Actin-Membran dargestellt. Es konnten insgesamt
11 Actinpeptide detektiert werden, an denen HSP25 gebunden war. Die Sequenzen dieser Pep-
tide sind in Tab. 3.6 zusammengestellt. Viermal wurden einzelne Peptide und zweimal mehrere
nebeneinander liegende Peptide, also überlappende Sequenzen detektiert. Die Markierung war
am intensivsten bei den Peptiden 79 und 99, also in der Mitte der von Peptid 78-80 und 97-100
gebildeten Sequenzbereiche. Die Konsensusmotive dieser Sequenzbereiche umfassen die Ami-
nosäuren 158-168 und 198-204 im Actinmolekül.
 Nr .       Sequenz               Ami nosäure
 35    YPI EHGI I TNWDD               68-  80
 40    WDDMEKI WHHTFY               78-  90
 78    SGDGVTHNVPI VE              154- 166
 79      DGVTHNVPI YEGY            156- 168
 80        VTHNVPI YEGYAL          158- 170
 97    LTERGYSFVTTAE              192- 204
 98      ERGYSFVTTAERE            194- 206
 99        GYSFVTTAEREI V          196- 208
100          SFVTTAEREI VRD        198- 210
134     I GMESAGI HETTY             266- 278
176     TFQQMWI TKQEYD             350- 362
Abb. 3.15: Nachweis von HSP25 nach der Inkubation auf der Actin-Membran
Die Nummern entsprechen den Peptiden der Actin-Bibliothek (siehe Tab. 7.3 im Anhang).
Tab. 3.6: Sequenzen der mit HSP25
wechselwirkenden Actin-Peptide
Aufgelistet sind die Sequenzen der detektier-
ten Peptide wie in Abb. 3.15 dargestellt. Die
Nummern entsprechen den Peptiden der
Actin-Bibliothek (siehe Tab. 7.3 im Anhang).
Die Konsensusmotive der beiden detektierten
Sequenzbereiche sind durch Einrahmung her-
vorgehoben.
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3.4 HSP25- und HSP70-Gehalt in Organen normotoner und hypertoner Ratten
3.4.1 Spontan hypertensive Ratten
Bei drei SHRSP-Tieren (hyperton) und drei WKY-Kontrolltieren (normoton) wurden zunächst
verschiedene Organe auf ihren Gehalt an HSP25 getestet, um erste Hinweise auf unterschiedli-
che Mengen bei gesunden und an Bluthochdruck leidenden Tieren zu bekommen. Es wurden
Gewebeproben aus Niere, Nebenniere, quergestreifter Muskulatur, Aorta, Lunge, Leber, Vor-
hof, linkem Ventrikel, rechtem Ventrikel, Kleinhirn, Cortex und Hypothalamus untersucht.
Abb. 3.16 zeigt den Nachweis von HSP25 auf Western-Blots dieser Proben von jeweils einem
normotonen und einem hypertonen Tier. Erste Hinweise für eine unterschiedlich starke Expres-
sion von HSP25 ergeben sich hieraus für Nebenniere, Aorta, Lunge, Leber und Herz. Es wird
deutlich, daß in den Muskelgeweben HSP25 relativ stark vertreten ist. In der Niere und im
Hirngewebe konnte HSP25 nur in sehr geringen Mengen oder gar nicht nachgewiesen werden.
Für die weiteren Untersuchungen beschränkte sich die Analyse auf die Herzbereiche rechter
Ventrikel, linker Ventrikel und Vorhof sowie Aorta, Nebenniere und Lunge. Analysiert wurde
sowohl der Gehalt an HSP25 als auch an HSP70.
Abb. 3.16: Nachweis von HSP25 in Gewebeproben von normotonen (WKY) und spontan hyper-
tensiven Ratten (SHRSP)
Western-Blots der getesteten Gewebe. N = normoton (WKY-Tier), H = hyperton (SHRSP-Tier).
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Abb. 3.17 zeigt die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse von spontan hypertensiven Ratten
sowohl für HSP25 als auch für HSP70. Die Auswertung der Blots mittels Densitometrie und
der Vergleich mit den Standards ist in Tab. 3.7 zusammengefaßt (zur Vorgehenswiese bei der
Quantifizierung siehe Kapitel 2.4.2). Für HSP25 wurden über die Eichung des Standards Ab-
solutwerte ermittelt. Für HSP70 wurde nur die relative Veränderung berechnet.
Es zeigt sich, daß im rechten Ventrikel und in der Nebenniere der spontan hypertensiven Ratten
ein deutlicher Anstieg des HSP25-Gehaltes im Vergleich zu den Kontrollen auftritt. Demge-
genüber ist in der Aorta ein Rückgang des HSP25-Gehaltes zu verzeichnen. In den anderen
Geweben bleibt der HSP25-Gehalt mehr oder weniger konstant. Bei dem Gehalt an HSP70 sind
ebenfalls im rechten Ventrikel und in der Nebenniere deutliche Änderungen zu erkennen. Wäh-
Abb. 3.17: Nachweis von HSP25 und HSP70 in Gewebeproben von normotonen (WKY) und
spontan hypertensiven Ratten (SHRSP)
Western-Blots der Gewebeproben. In der jeweils unteren Reihe ist der HSP25-Nachweis und in der oberen Reihe
der HSP70-Nachweis gezeigt. Die fünf Standards weisen einen HSP25-Gehalt von 7,8 ng bis 19,6 ng im EAT-
Zell-Lysat auf. Der Absolutgehalt an HSP70 wurde nicht bestimmt.
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rend, wie bei HSP25, in der Nebenniere der hypertonen Ratten der Gehalt steigt, sinkt der
HSP70-Gehalt im rechten Ventrikel ab. Hieraus ergeben sich erste Anhaltspunkte für eine
unterschiedliche Funktion der beiden HSPs im Herzen. Demgegenüber sind in den linken Ven-
trikeln der hypertonen Tiere keine erhöhten Werte an HSP25 oder HSP70 festzustellen. Der
Gesamtgehalt an HSP25 ist mit > 10 µg/g FG in den rechten Ventrikeln der normotonen Tiere
deutlich niedriger als in den anderen untersuchten Geweben. Bei den hypertonen Tieren erreicht
der Gehalt an HSP25 etwa die Werte des linken Ventrikels. Insgesamt kommen die größten
Mengen an HSP25 in der Lunge vor. Mit deutlich über 50 µg/g FG ist die HSP25-
Konzentration hier etwa doppelt so hoch wie in den Herzproben. HSP70 ist auffällig wenig in
der Aorta vertreten und ist immer dann in höherer Konzentration vorhanden, wenn der Gehalt
an HSP25 eher niedrig ist.
HSP25 HSP70
Menge in µg/g Feuchtgewicht relative Menge
WKY SHRSP WKY SHRSP
Aorta 37,2 ± 3,6 23,5 ± 4,0 0,06 ± 0,01 0,09 ± 0,00
Vorhof 38,5 ± 8,9 31,5 ± 5,1 0,14 ± 0,01 0,14 ± 0,02
rechter Ventrikel 9,8 ± 0,2 23,0 ± 0,3 0,36 ± 0,13 0,19 ± 0,01
linker Ventrikel 24,4 ± 5,7 26,0 ± 3,6 0,19 ± 0,01 0,22 ± 0,03
Nebenniere 22,2 ± 3,1 31,4 ± 5,7 0,32 ± 0,03 0,51 ± 0,04
Lunge 57,2 ± 4,3 52,8 ± 2,0 0,13 ± 0,03 0,12 ± 0,05
3.4.2 Goldblatt-operierte Ratten
Die Goldblatt-Operation kann unter anderem nach der 2kidney-1clip-Methode (2K1C) durchge-
führt werden, bei der durch Abklemmen der Nierenarterie die Blutzufuhr zu einer Niere zeit-
weise unterbrochen wird und dadurch ein Bluthochdruck induziert wird. Sprague-Dawley-
Ratten (SD), bei denen diese Operation durchgeführt wurden, repräsentieren das zweite unter-
suchte Modell der Hypertonie. Auch bei diesen Tieren wurden die Herzbereiche rechter Ventri-
kel, linker Ventrikel und Vorhof sowie Aorta, Nebenniere und Lunge auf ihren Gehalt an
HSP25 und HSP70 untersucht. Zunächst wurde in einem Vorversuch getestet, innerhalb wel-
chen Zeitraumes nach der Operation eine Änderung in dem Gehalt an HSP25 nachweisbar ist.
Darum wurden die linken und rechten Ventrikel je eines scheinoperierten und eines Goldblatt-
operierten Tieres nach einer Woche und je zwei nach vier Wochen analysiert. In Abb. 3.18 sind
die Western-Blots dieser Untersuchung dargestellt. Ein deutlicher Unterschied zwischen den
Proben der scheinoperierten und denen der 2K1C-operierten Tiere ist nur in dem Blot der rech-
Tab. 3.7: Gehalt an HSP25 und HSP70 in Gewebeproben von normotonen (WKY) und spontan
hypertensiven Ratten (SHRSP)
Die Mengen sind Mittelwerte von jeweils drei Tieren. Die relative Menge an HSP70 in den Proben bezieht sich auf
die in 10 µl  EAT-Standard enthaltene Menge an HSP70.
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ten Ventrikel vier Wochen nach der Operation zu erkennen. Wie schon im Fall der spontan
hypertensiven Ratten war hier der Gehalt an HSP25 bei den normotonen Tieren höher. Bei
diesen Tieren erfolgte eine Kontrolle des Blutdruckes, um den Erfolg der Operation bewerten
zu können. Er stieg bei den Goldblatt-operierten Tieren in allen Fällen deutlich an. Bei dem
nach einer Woche untersuchten Tier war er schon in dieser kurzen Zeit von 116 mmHg auf 168
mmHg angestiegen, wohingegen bei dem Kontrolltier nur ein geringer Anstieg von 122 auf 135
mmHg zu verzeichnen war. Bei den nach vier Wochen untersuchten Tieren war der Blutdruck
noch drastischer angestiegen, und zwar auf Werte um 200 mmHg. Dies zeigt, daß sehr schnell
nach dem operativen Eingriff die Steigerung des Blutdruckes einsetzte. Die deutlich verstärkte
Expression von HSP25 im Herzen setzt jedoch erst wesentlich später ein.
Nach diesen Ergebnissen wurden auch die anderen Organe von Tieren untersucht, bei denen die
Operation 4 Wochen zurücklag. In Abb. 3.19 sind die Western-Blots dieser Versuche gezeigt
und in Tab. 3.8 ist die densitometrische Auswertung der Banden dieser Blots zusammengefaßt.
Es ergibt sich ein ähnliches Bild wie bei den spontan hypertensiven Tieren. Vor allem die er-
höhte Menge von HSP25 im rechten Ventrikel der hypertonen Tiere findet sich, wie schon bei
den Vorversuchen, auch bei diesen Proben. In diesem Fall gingen damit allerdings auch gestei-
gerte Werte für HSP70 einher. In allen anderen untersuchten Geweben fanden sich keine we-
sentlichen Unterschiede zwischen den normotonen und den hypertonen Tieren. Die absoluten
Mengen an HSP25 im Herzen waren denen der SHRSP-Tiere sehr ähnlich, aber in der Aorta
und in der Lunge fielen sie hier nur etwa halb so groß aus.
Abb. 3.18: Nachweis von HSP25 in linken (l.) und rechten (r.) Ventrikeln von Goldblatt-operierten
(2K1C) und scheinoperierten Sprague-Dawley-Ratten (SD) nach verschiedenen Zeiten
Western-Blots der Gewebeproben. Die drei Standards weisen einen HSP25-Gehalt von 9,8 ng bis 31,3 ng im EAT-
Zell-Lysat auf. Der Absolutgehalt an HSP70 wurde nicht bestimmt.
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HSP25 HSP70
Menge in µg/g Feuchtgewicht relative Menge
SD 2K1C SD 2K1C
Aorta 15,4 ± 2,1 16,0 ± 1,9 0,03 ± 0,00 0,03 ± 0,00
Vorhof 30,7 ± 3,6 31,3 ± 8,1 0,21 ± 0,14 0,18 ± 0,02
rechter Ventrikel 17,7 ± 0,9 23,5 ± 1,4 0,08 ± 0,01 0,16 ± 0,03
linker Ventrikel 22,4 ± 6,3 20,6 ± 2,2 0,12 ± 0,06 0,11 ± 0,03
Nebenniere 24,5 ± 2,9 22,5 ± 2,5 0,80 ± 0,08 0,68 ± 0,17
Lunge 27,4 ±3,3 28,8 ±1,8 0,06 ± 0,02 0,10 ± 0,05
Abb. 3.19: Nachweis von HSP25 und HSP70 in Gewebeproben von Goldblatt-operierten (2K1C)
und scheinoperierten Sprague-Dawley-Ratten (SD)
Western-Blots der Gewebeproben 4 Wochen nach der Operation.  In der jeweils unteren Reihe ist der HSP25-
Nachweis und in der oberen Reihe der HSP70-Nachweis gezeigt. Die 5 Standards weisen einen HSP25-Gehalt von
7,8 ng bis 19,6 ng im EAT-Zell-Lysat auf. Der Absolutgehalt an HSP70 wurde nicht bestimmt.
Tab. 3.8: Gehalt an HSP25 und HSP70 in Gewebeproben von Goldblatt-operierten (2K1C) und
scheinoperierten Sprague-Dawley-Ratten (SD)
Die Mengen sind Mittelwerte von jeweils drei Tieren. Die relative Menge an HSP70 in den Proben bezieht sich auf
die in 10 µl  EAT-Standard enthaltene Menge an HSP70.
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3.4.3 Transgene Ratten mit zusätzlichem Renin-Gen
Da für HSP25 in den beiden bisher getesteten Tiermodellen für die Hypertonie ein deutlich
gesteigertes Vorkommen nur im rechten Ventrikel festgestellt wurde, blieb der Nachweis von
Streßproteinen in diesem Modell auf den rechten und den linken Ventrikel beschränkt. Die zur
Verfügung stehenden Tiere waren ca. zwei Monate alt und als Kontrolle dienten Ratten vom
Sprague-Dawley-Stamm (SD). Um das Ausmaß präparationsbedingter Unterschiede in der
Menge des nachgewiesenen Proteins abschätzen zu können, wurden hier von jedem Ventrikel
der drei Kontroll- und drei transgenen Tiere zwei Präparate aufgearbeitet wie in Kapitel 2.4.1
beschrieben. Die Ergebnisse des Nachweises von HSP25 und HSP70 in den Ventrikeln von
TGR(mREN2)27- und SD-Tieren sind in Abb. 3.20 dargestellt. Zwischen den beiden Präpara-
ten der gleichen Gewebeprobe finden sich keine gravierenden Unterschiede. Das bestätigt die
Zuverlässigkeit der angewendeten Methodik. Im Gegensatz zu den beiden anderen Modellen
des Bluthochdrucks ist hier im rechten Ventrikel kein signifikanter Unterschied zwischen den
normotonen und hypertonen Tieren festzustellen. Die Absolutwerte für HSP25 bewegen sich
mit 28 bis 30 µg/g FG im gleichen Bereich wie bei den anderen Modellen (Tab. 3.10). Interes-
santerweise sind bei den TGR(mREN2)27-Tieren die relativen Herzgewichte Herzge-
wicht/Tiergewicht, Tab. 3.9) nicht wesentlich höher als bei den SD-Kontrolltieren.
Abb. 3.20: Nachweis von HSP25 und HSP70 in Ventrikeln von TGR(mREN2)27- und Sprague-
Dawley-Ratten (SD)
Western-Blots der Gewebeproben. In der jeweils unteren Reihe ist der HSP25-Nachweis und in der oberen Reihe
der HSP70-Nachweis gezeigt. Die 5 Standards weisen einen HSP25-Gehalt von 7,8 ng bis 19,6 ng im EAT-Zell-
Lysat auf. Der Absolutgehalt an HSP70 wurde nicht bestimmt. Jeweils zusammengehörende Präparate einer
Ventrikelprobe zur Doppelbestimmung der HSP25-Menge sind durch einen Balken gekennzeichnet.
3 Ergebnisse 54
Tab. 3.10: Tier- und Herzgewichte von TGR(mREN2)27- und Sprague-Dawley-Ratten (SD)
Tier Tiergewicht (g) Herzgewicht (g) Herzgewicht/Tiergewicht (%)
SD-1 223 1,03 0,46
SD-2 225 1,00 0,44
SD-3 215 1,02 0,47
TGR(mREN2)27-1 282 1,10 0,39
TGR(mREN2)27-2 250 1,20 0,48
TGR(mREN2)27-3 260 1,27 0,49
HSP25 HSP70
Menge in µg/g Feuchtgewicht relative Menge
SD TGR(mREN2)27 SD TGR(mREN2)27
rechter Ventrikel 28,4 ± 2,5 (3) 30,0 ± 2,8 (9) 0,27 ± 0,05 (3) 0,18 ±0,10 (9)
linker Ventrikel 28,1 ± 6,1 (6) 30,0 ± 2,5 (6) 0,10 ± 0,02 (6) 0,11 ±0,03 (6)
Eine Zusammenfassung der Unterschiede im HSP-Gehalt von Herzgeweben und Aorta zwi-
schen normotonen und hypertonen Ratten der drei Modelle findet sich in Tab. 3.11. Die Analy-
se der Gewebeproben ergibt signifikante Unterschiede in der Expression von HSP25 zwischen
den normotonen und den hypertonen Tieren der jeweiligen Tiermodelle vor allem im Bereich
der rechten Herzkammer. Der Gehalt an HSP25 ist bei den spontan hypertensiven Ratten und
bei den 2K1C-Tieren um ca. 30 bis 130% erhöht und erreicht Werte von 23 bis 30 µg/g Feucht-
gewicht. Ähnliche Werte liegen für den linken Ventrikel bei allen Modellen vor, aber ohne eine
erkennbare Steigerung bei den hypertonen Tieren. Bei den transgenen Tiere konnte zwar keine
deutlich gesteigerte HSP25-Akkumulation im rechten Ventrikel beobachtet werden, jedoch
liegen die Absolutwerte hier mit 30 µg/g Feuchtgewicht ebenso hoch wie bei den anderen
Modellen. Der Gehalt an HSP25 im Vorhof war bei den untersuchten Modellen immer ca. 50%
höher als in den Ventrikeln. Bei den Proben aus der Aorta und der Lunge war der HSP25-
Gehalt sehr uneinheitlich. Hier ließ sich keine Beziehung zwischen dem physiologischen Zu-
stand des Tieres und der Menge an HSP25 erkennen.
Für HSP70 ergab sich ebenfalls kein einheitliches Bild bei dem Nachweis des Gehaltes in den
verschiedenen Geweben unter jeweils normotonen und hypertonen Bedingungen. Auffällig ist
der hohe relative Gehalt an HSP70 in den Nebennieren und die Verminderung des Gehaltes in
Tab. 3.9: Gehalt an HSP25 und HSP70 in Ventrikeln von TGR(mREN2)27- und Sprague-Dawley-
Ratten (SD)
Die Zahl in Klammern gibt die Anzahl der gemittelten Werte wieder. Die relative Menge an HSP70 in den Proben
bezieht sich auf die in 10 µl EAT-Standard enthaltene Menge an HSP70.
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den rechten Ventrikeln bei den spontan hypertensiven und den transgenen Tieren. Demgegen-
über steht die parallele Steigerung im Gehalt an HSP25 und HSP70 bei den Goldblatt-
operierten Ratten.
linker Ventrikel rechter Ventrikel Vorhof Aorta
Modell HSP25 HSP70 HSP25 HSP70 HSP25 HSP70 HSP25 HSP70
WKY/SHRSP 1,06 1,13 2,36 0,53 0,82 0,95 0,63 1,39
SD/2K1C 0,92 0,89 1,33 1,99 1,02 0,85 1,04 1,02
SD/TGR(mREN2)27 1,07 1,11 1,06 0,65 n.b. n.b. n.b. n.b.
Tab. 3.11: Relative Unterschiede im HSP-Gehalt von Herzgewebe und Aorta zwischen normoto-
nen und hypertonen Ratten der drei Hypertonie-Modelle
Zugrunde gelegt wurden die Mittelwerte der Mengen an HSP25 bzw. HSP70, wie sie in den Tabellen 3.7 bis 3.9
aufgelistet sind. Bezugspunkt ist jeweils der Mittelwert der Proben der normotonen Tiere. n.b. =  nicht bestimmt.
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4 Diskussion
4.1 Isolierung und strukturelle Charakterisierung von HSP25
Streßproteine spielen sowohl im normalen Zellstoffwechsel als auch unter unphysiologischen
Bedingungen eine wichtige Rolle. Um ungünstige Situationen überstehen zu können, benöti-
gen Zellen Mechanismen, mit deren Hilfe sie die lebenswichtigen Funktionen aufrechterhal-
ten oder reparieren können. Ein Teil dieser Aufgaben wird von den Streßproteinen übernom-
men, indem sie die irreversible Aggregation von denaturierten Proteine verhindern und ihre
Rückfaltung in den nativen Zustand unterstützen. Unter physiologischen Bedingungen kom-
men diese Chaperoneigenschaften der Streßproteine bei der Faltung neu synthetisierter Pro-
teine oder der Translokation von Proteinen zwischen Zellkompartimenten zum Tragen. Auch
das kleine Hitzeschockprotein der Säuger (HSP25) zeigt auf zellulärer Ebene eine thermo-
protektive Wirkung (Knauf et al., 1992; Landry et al., 1989) und ist in der Lage, als Chaperon
zu fungieren (Jakob et al., 1993). Im Gegensatz zu den gut untersuchten Proteinen aus der
HSP60-Familie konnte die Quartärstruktur der HSP25-Komplexe bislang nicht aufgeklärt
werden. Ein Einblick in die Struktur der Komplexe könnte große Fortschritte bei der Beant-
wortung der Frage nach dem Mechanismus der Chaperonaktivität bringen. Da bekannt war,
daß rekombinant dargestelltes HSP25 in E. coli in inclusion bodies angereichert wird, und
somit möglicherweise der nativen Form nur begrenzt ähnelt, wurde im ersten Teil der vorlie-
genden Arbeit zunächst eine schonende Methode zur Aufreinigung des Proteins aus Ehrlich-
Ascites-Tumorzellen etabliert. Damit stand für die nachfolgende strukturelle und funktionelle
Untersuchungen neben dem rekombinanten Protein auch eine native Form des Proteins zur
Verfügung.
Zu Beginn der Arbeiten zur Isolation von HSP25 lagen bereits einige Vorkenntnisse zum
Reinigungsverhalten des Proteins vor. Miron et al. (1988) beschrieben die Isolierung von
HSP25 aus Truthahnmuskulatur und Benndorf et al. (1992) aus EAT-Zellen. In Anlehnung an
diese Arbeiten erfolgte die Isolierung des Proteins durch Ammoniumsulfatfällung und mehre-
re Chromatographieschritte. HSP25 wurde bis zur Homogenität gereinigt und konnte mittels
eines spezifischen Antikörpers identifiziert werden. Wichtig war die Aufreinigung in wenigen
Schritten und der Verzicht auf Substanzen, die die native Struktur der HSP25-Komplexe stark
beeinflussen könnten, wie z.B. Detergenzien. Daß nicht alle Chromatographie-Techniken für
die Isolierung von HSP25-Komplexen geeignet sind, zeigten die Vorarbeiten mit der Mono P-
Säule. Das Protein lag nach der Elution von dieser Säule kaum noch in Form größerer Kom-
plexe vor (s20,W-Wert ca. 6,0) und war außerdem inaktiv bei den Versuchen zur Hemmung der
Actinpolymerisation. Verantwortlich für diesen Effekt ist vermutlich eine Denaturierung des
Proteins bei der Chromatofokussierung. Im Verlauf des pH-Gradienten wird der isoelektrische
Punkt des Proteins durchschritten, d.h. seine Nettoladung beträgt Null. Dies ist ein kritischer
Zustand im Hinblick auf das Löslichkeitsverhalten in wäßrigen Medien und kann zu einer
Denaturierung und damit zum Ausfallen des Proteins führen. Für eine Empfindlichkeit kleiner
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HSPs gegenüber Ladungsschwankungen sprechen auch Untersuchungen mit Spin-
Markierungen am α-Crystallin, nach denen Berengian et al. (1997) postulierten, daß die kon-
servierte Verteilung der Ladungen in der α-Crystallin-Domäne für das Assemblieren der
Oligomere von großer Bedeutung ist.
Im Anschluß an die Aufreinigung des Proteins aus EAT-Zellen erfolgte eine Trennung der
hochmolekularen Komplexe von niedermolekularem Material mittels Zentrifugation und
Gelfiltration. Damit stand eine Fraktion von nativen HSP25-Komplexen zur Verfügung, die
für die strukturelle Charakterisierung geeignet war. Die Struktur der HSP25-Komplexe wurde
auf elektronenmikroskopischer Ebene mit Hilfe der Negativkontrastierung und durch die
Verwendung der Bildverarbeitungs-Software IMAGIC-5 untersucht. Das Programm erlaubt
durch die Verwendung von `Multivariater Statistischer Analyse´ und `Angular Reconstituti-
on´ die Klassifizierung von Projektionen zufällig orientierter Moleküle und die Berechnung
der dreidimensionalen Struktur mit hoher Auflösung und wurde schon erfolgreich bei der
Rekonstruktion von verschiedenen symmetrischen und asymmetrischen Partikeln aus elektro-
nenmikroskopischen Aufnahmen angewendet (Dube et al., 1995; Schatz et al., 1995; Se-
rysheva et al., 1995; Stark et al., 1995).
Bei der vorliegenden Untersuchung konnte aufgrund der bevorzugten Orientierung der
HSP25-Komplexe keine dreidimensionale Struktur berechnet werden, aber die ringförmige
Organisation der Komplexe mit geradzahliger Symmetrie (zwei-, vier- oder achtfach) geht aus
den Klassenmitteln der Ansichten klar hervor. Durch den Einsatz hydrodynamischer Metho-
den konnten die einzelnen Spezies der HSP25-Komplexe weiter charakterisiert werden. Sie
sind demnach Mitglieder einer polymer homologen Reihe, deren Struktur vom globulär kom-
pakten Aufbau abweicht. Die Kombination der Daten aus Elektronenmikroskopie, Bildverar-
beitung und Hydrodynamik erlaubte die Ableitung eines Modells für den Aufbau von nativem
HSP25, bei dem die Komplexe aus vier gestapelten Ringen mit je acht Monomeren bestehen
(siehe Abb. 3.6). Die Ergebnisse sind bei Behlke et al. (1995) dargestellt.
Die supramolekularen Komplexe der kHSPs erscheinen bei der elektronenmikroskopischen
Analyse im Allgemeinen als globuläre oder Torus-ähnliche Strukturen mit einem Durchmes-
ser von 10-18 nm (Longoni et al., 1990b; Siezen et al., 1978a; Behlke et al., 1991). Für
kHSPs wurden Molekulargewichte von ca. 800 kDa beschrieben (Chen et al., 1994; Bentley
et al., 1992; Hockertz et al., 1991; Arrigo und Welch, 1987; Spector et al., 1971) und für die
Quartärstruktur der kleinen HSPs existiert schon eine Reihe von Modellen. Für αB-Crystallin
wurde aus spektroskopischen und hydrodynamischen Daten zunächst ein Drei-Lagen-Modell
postuliert (Bindels et al., 1979; Siezen et al., 1978b). Die Heterogenität und Dynamik der α-
Crystallin-Komplexe unter verschiedenen Bedingungen (Siezen et al., 1980; van den Oetelaar
et al., 1990) kann jedoch mit diesen Modellen nicht erklärt werden. Aus diesem Grund schlu-
gen Augusteyn und Koretz (1987) eine flexible Micellenstruktur vor, in der alle Untereinhei-
ten gleichmäßig verteilt sind. Schließlich stellte Walsh (1991) einen Kompromiß zwischen
dem Drei-Lagen- und dem Micellen-Modell vor, bei dem die innere Lage eine Micelle aus 12
Untereinheiten bildet. Auf der Basis der Beobachtung, daß die rekombinante C-terminale
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Domäne von αA-Crystallin zu Tetrameren assemblieren kann (Merck et al., 1992), schlug
Wistow (1993) Tetramere als die Grundeinheit der größeren tetraedischen Komplexe vor und
entwickelte daraus zwei mögliche stabile Modelle, ein rhombisches Dodekaeder mit 48 Un-
tereinheiten und einen Würfel mit 24 Untereinheiten, um damit der Variabilität in der Struktur
der Komplexe Rechnung zu tragen. Erst kürzlich wurde sogar eine Blatt-ähnliche Struktur für
α-Crystallin beschrieben, das aus quervernetztem Linsenextrakt isoliert wurde (Stevens et al.,
1996). Für andere kleine HSPs, z.B. HSP16.3 aus Mycobacterium tuberculosis wird für die
supramolekulare Struktur ein spezifischer Aufbau aus Trimeren von Trimeren angenommen
(Gesamtmasse: 145 kDa) (Chang et al., 1996). Die rekombinanten pflanzlichen HSP17,7 und
HSP18,1 bilden runde und gemischte runde und trianguläre Strukturen mit 10 nm Durchmes-
ser und scheinen aus 12 Untereinheiten zu bestehen (Lee et al., 1995). Für HSP25 sind be-
züglich der supramolekularen Struktur wesentlich weniger Daten verfügbar. Mittels analyti-
scher Ultrazentrifugation wurde von Behlke et al. (1991) für das rekombinante HSP25 ein
Sedimentationskoeffizient von 20-22 erhalten. Aus hydrodynamischen und elektronenmikros-
kopischen Daten wurde für diese Komplexe eine globuläre Form mit hexagonaler Packung
von 32 Untereinheiten abgeleitet.
Das hier vorgestellte Modell der supramolekularen Struktur von nativem HSP25 weist dage-
gen Ähnlichkeiten mit den multimeren Komplexen von Hitzeschockproteinen der HSP60-
Familie und von Proteasomen auf. Für GroEL aus Eubakterien, TF55 und das Thermosom aus
Archaebakterien, HSP60 der Mitochondrien, das Rubisco-bindenden Protein der Chloropla-
sten und den TCP1-Komplex aus dem Zytosol eukaryotischer Zellen wurde ein Aufbau aus
zwei gestapelten Ringen mit je sieben bis neun Molekülen beschrieben (siehe Waldmann et
al., 1995, und die darin zitierten Arbeiten). Ähnlich zylinderförmig aufgebaut ist auch das
Proteasom, eine ubiquitär vorkommende multikatalytische Protease, die selektiv intrazelluläre
Proteine degradiert (zusammengefaßt bei Peters, 1994; Hilt und Wolf, 1996 und Baumeister
und Lupas, 1997). Während der hier beschriebenen Arbeiten zur strukturellen Charakterisie-
rung von HSP25 wurde auf der Basis theoretischer Überlegungen auch für α-Crystallin ein
GroEL-ähnlicher Aufbau vorgeschlagen, bestehend aus 2 ringförmigen Schichten mit der
Fähigkeit, entfaltete Proteine in einem Hohlraum in der Mitte zu binden (Carver et al., 1994;
Boyle und Takemoto, 1994).
Für die GroE-Chaperone existieren hochaufgelöste Röntgenkristallstrukturen (Braig et al.,
1994; Hunt et al., 1996; Mande et al., 1996). Ihre Ringe bestehen aus je 7 Untereinheiten und
hier hat man bereits Vorstellungen zur Funktionsweise bei der Proteinfaltung entwickelt
(zusammengefaßt bei Fenton und Horwich, 1997). Bei den HSP60-Chaperonen wurden die
Substrate, also die zu faltenden Proteine, in der Kavität der Komplexe lokalisiert (Braig et al.,
1994; Langer et al., 1992) und im Proteasom findet die Proteindegradation ebenfalls im Inne-
ren der Komplexe statt (Löwe et al., 1995). Analog dazu könnte die postulierte Aktivität bei
der Proteinfaltung auch bei HSP25 im Inneren der zylindrischen Struktur lokalisiert sein. Die
unterschiedlich starke Kontrastierung, wie sie bei den negativ kontrastierten Präparaten im
zentralen Bereich der HSP25-Komplexe zu beobachten war, könnte damit die Folge einer
unterschiedlichen `Füllung´ mit Substratproteinen sein.
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Wie schon angedeutet, ist es nicht zu einer Berechnung der dreidimensionalen Struktur des
HSP25 auf der Basis der elektronenmikroskopischen Auswertung gekommen, da die vorhan-
denen Komplexe bevorzugte Orientierungen einnahmen. Eine Ursache dafür ist die verwen-
dete Technik: Bei der Negativkontrastierung können die Partikel mit einer bevorzugten Seite
auf den Trägerfolien anheften, z.B. auf Grund ionischer oder hydrophober Wechselwirkungen
zwischen bestimmten Regionen der Partikel und den Trägerfolien. In Zukunft ließe sich die-
ses Problem eventuell mit Hilfe der Kryo-Elektronenmikroskopie lösen. Bei dieser Methode
werden die zu untersuchenden Makromolekülen durch schnelles Einfrieren in einer dünnen
Schicht vitrifizierten Wassers eingebettet und liegen dann zufällig orientiert vor. Mit Hilfe des
IMAGIC-5 Programmes ließe sich von derartigen Präparaten der nativen HSP25-Komplexe
eine dreidimensionale Struktur rekonstruieren.
Im Gegensatz zu den aus EAT-Zellen isolierten hochmolekularen HSP25-Komplexen weist
die rekombinante Form des Proteins eine kompakte globuläre Struktur auf (Behlke et al.,
1991). Ein Grund für die Unterschiede zwischen dem rekombinanten und dem nativen Protein
könnten posttranslationale Modifikationen sein, die bei der Expression des Proteins in E. coli
nicht geleistet werden können, aber auch präparationsbedingte Unterschiede sind denkbar. Da
zur Untersuchung der Bedeutung des Phosphorylierungszustandes für die supramolekulare
Struktur der Komplexe nicht genügend natives HSP25 zur Verfügung stand, wurde im Rah-
men dieser Arbeit die Struktur der rekombinanten Proteine von Maus und Mensch sowie
verschiedene Mutanten untersucht. Die elektronenmikroskopische und statistische Auswer-
tung der HSP25-Wildtyp-Komplexe zeigte unter Berücksichtigung der Fehlerquellen eine
gute Größenübereinstimmung mit dem von Behlke et al. (1991) aufgestellten Modell für diese
Komplexe. Die Analyse der Größenverteilung der supramolekularen Komplexe der verschie-
denen Mutanten und der in vitro phosphorylierten Variante belegen, daß die Phosphorylierung
einen entscheidenden Einfluß auf die Ausbildung dieser Komplexe hat. Während das Wild-
typ-Protein hochmolekulare Komplexe relativ homogener Form bildet, werden die Komplexe
mit zunehmender Phosphorylierung immer kleiner und unregelmäßiger geformt.
Der Einfluß des Phosphorylierungszustands auf den Oligomerisierungsgrad von kHSPs wurde
in vivo schon häufig beobachtet. Die Phosphorylierung von HSP25 korrelierte allerdings in
Abhängigkeit vom Zelltyp sowie der Art und dem Zeitpunkt der Stimulierung entweder mit
einer Dissoziation oder mit einer Vergrößerung der Komplexe. In menschlichen U251-
Gliomzellen führte die Behandlung mit Interleukin 1, TNF-α oder Okadasäure sowie chemi-
scher Streß, z.B. durch Arsenit oder Cadmium, zu einer Phosphorylierung und Dissoziation
der HSP25-Komplexe (Kato et al., 1994). In Hamster-CCL39-Zellen wurde nach mitogener
Stimulierung eine Größenreduktion der Komplexe von transfiziertem menschlichem HSP25
nur im Falle des Wildtyp-Proteins und nicht für eine nichtphosphorylierbare Mutante beob-
achtet (Lavoie et al., 1995). Demgegenüber beobachteten Mehlen et al. (1994) die Dephos-
phorylierung und anschließende Anreicherung von kleineren Komplexen mit Molekularge-
wichten unter 200 kDa in der löslichen Phase des Zytoplasmas bei Serum-frei kultivierten
HeLa-Zellen. Nach Stimulation der Zellen durch Serumzugabe kam es zu einer raschen Phos-
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phorylierung von HSP25 und einem Anstieg der Komplexgröße. Nach einer Behandlung mit
TNF-α wurde bei HeLa-Zellen aber auch eine rasche Phosphorylierung und das transiente
Auftreten größerer Komplexe (> 700 kDa) verzeichnet. Nach vier Stunden unter TNF-α
dissoziierten diese wieder zu kleineren Komplexen (< 200 kDa). Die phosphorylierten Iso-
formen blieben während des gesamten Prozesses in Komplexen der Größenordnung bis 300
kDa erhalten (Mehlen et al., 1995a).
Nach den bisherigen Ergebnissen, einschließlich der hier präsentierten Daten, scheint die
Phosphorylierung von HSP25 die Voraussetzung für eine Dissoziation der multimeren Kom-
plexe zu sein. Im zellulären Kontext spielen eventuell andere Faktoren eine zusätzliche regu-
latorische Rolle, da die Phosphorylierung allein nicht immer ausreichend für diese Struktur-
änderung ist. Vorstellbar ist auch die Regulation über eine stufenweise Phosphorylierung. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden für das menschliche HSP25 drei Mutanten mit unterschiedli-
chem Phosphorylierungsgrad getestet. Hier deutete sich bereits eine graduelle Verkleinerung
der Komplexe mit zunehmender Phosphorylierung an, jedoch sind für das menschliche
HSP25 mit drei phosphorylierbaren Serinen weitere fünf Varianten der Phosphorylierung
denkbar, die für eine weitergehende Analyse zunächst hergestellt werden müßten.
Im Gegensatz zu den Mutanten, die die Phosphorylierung von HSP25 betrafen, war die C-
terminal um 18 Aminosäuren verkürzte Mutante in ihrem Oligomerisierungsverhalten kaum
verändert. Dieser Bereich hat demnach keinen essentiellen Einfluß auf die Struktur der Kom-
plexe. Nach H1-NMR-Untersuchungen besitzen diese 18 Aminosäuren eine große Flexibilität
unabhängig vom übrigen Protein (Carver et al., 1995). Ähnliches wurde auch für α-Crystallin
festgestellt, nur ist dort das flexible C-terminale Ende acht (αA-Crystallin) bzw. zehn (αB-
Crystallin) Aminosäuren lang (Carver et al., 1990). Mit NMR-Methoden konnte ebenfalls
gezeigt werden, daß diese Bereiche des α-Crystallins weder an intra- noch an intermolekula-
ren Kontakten beteiligt sind (Le Breton und Carver, 1996; Carver et al., 1990). In der C-
terminalen Hälfte der kHSPs sind die Enden im Vergleich zur α-Crystallin-Domäne wesent-
lich weniger konserviert, aber im Allgemeinen sind sie von polarer Natur. Daher postulierten
Smulders et al. (1996) und Le Breton und Carver (1996) für das flexible C-terminale Ende
eine Rolle bei der Vermittlung der Löslichkeit der überwiegend hydrophoben Proteine. Die
gleiche Funktion schlugen Leroux et al. (1997) nach hydrodynamischen, chromatographi-
schen und Quervernetzungs-Studien an einem kleinen HSP aus C. elegans (HSP16-2) vor, da
hier zumindest der überwiegende Teil des C-terminalen Endes weder die Multimerisierung
noch die Chaperoneigenschaften beeinflußte. Daneben konnten diese Autoren zeigen, daß der
nicht konservierte N-terminale Bereich für die Assemblierung der Untereinheiten notwendig
ist. Die gleiche Gruppe beschrieb mit einem anderen kHSP aus C. elegans (HSP 12.6) erst
kürzlich eine neue Klasse von kHSPs. Dieses Protein stellt das bislang kleinste kHSP dar und
ist durch seine extrem kurzen N- und C-Termini gekennzeichnet. Interessanterweise ist
HSP12.6 nicht in der Lage, oligomere Komplexe in vivo auszubilden und besitzt scheinbar
auch keine Chaperoneigenschaften. Bei der N-terminalen Domäne spricht vor allem ihr hy-
drophober Charakter für eine Funktion bei der Assemblierung der Proteine zu supramolekula-
ren Komplexen.
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Die in der vorliegenden Untersuchung beschriebenen Strukturen für das native und das re-
kombinante HSP25 werfen die Frage nach der eigentlichen Chaperon-Form dieses Hitze-
schockproteins auf. Ehrnsperger et al. (1997) postulierten für die globulären Komplexe von
rekombinantem HSP25 eine Art Auffangfunktion für teilweise entfaltete Proteine, die auf
diese Weise vor irreversibler Denaturierung geschützt und in einem faltungskompetenten
Zustand bewahrt werden. In Kooperation mit anderen Chaperonen, vornehmlich HSP70,
sollte dann in einem energieabhängigen Schritt die Rückfaltung in den nativen Zustand erfol-
gen. Gestützt wird dieses Modell durch die Tatsache, daß sowohl für das rekombinante
HSP25 als auch für die ebenfalls globulären Komplexe des αB-Crystallins Chaperoneigen-
schaften beschrieben wurden (Horwitz, 1992; Jakob et al., 1993). Auf der anderen Seite legen
die zylinderförmigen Komplexe eine Wirkungsweise in Analogie zu dem GroEL/GroES-
System der Prokaryoten nahe. Auch hier wäre eine Kooperation mit HSP70 denkbar, über
dessen ATPase-Aktivität die Energie für die Faltungsprozesse bereitgestellt werden kann.
Möglicherweise wird über die verschiedenen Formen aber auch die Funktion gesteuert. Die
mehr globuläre Form könnte in Anlehnung an das Modell von Ehrnsperger et al. (1997) eher
als unspezifisches Auffangbecken für denaturierte Proteine dienen, wohingegen die zylinder-
förmige Form in Analogie zum GroEL spezifischer bei der Rückfaltung assistieren könnte.
Ob eine derartige Umlagerung überhaupt möglich ist und wie sie reguliert werden könnte, ist
im Moment allerdings reine Spekulation. Auch die Frage nach der effektiveren Chaperonei-
genschaft konnte hier nicht geklärt werden, da es bisher nicht gelang, die zylinderförmigen
Komplexe in ausreichender Menge und Reinheit zu isolieren.
4.2 Hemmung der Actinpolymerisation durch HSP25 und kHSP-Peptide
Die Hemmung der Actinpolymerisation durch HSP25 ist ein besonderer Aspekt der Wech-
selwirkung von HSP25 mit Actin. In Kapitel 3.3.1 sind Untersuchungen zur Polymerisations-
hemmenden Wirkung verschiedener kHSPs beschrieben. Durch den Einsatz der Fluoreszenz-
spektroskopie und Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, daß in dieser Hinsicht
lediglich das aus EAT-Zellen isolierte native HSP25 eine Aktivität aufweist. Weder αB-
Crystallin noch das rekombinante HSP25 der Maus oder des Menschen sind in der Lage, die
Polymerisation von Actin zu inhibieren. Auch die Mutanten weisen keine Aktivität auf. Dies
steht in Einklang mit Untersuchungen von Benndorf et al. (1994), die zeigten, daß nur un-
phosphorylierte Monomere von nativem HSP25 in der Lage sind, die Polymerisation von
Actin effektiv zu unterbinden, während phosphoryliertes HSP25 und hochmolekulare HSP25-
Komplexe inaktiv sind. Als erste hatten Miron et al. (1991; 1988) die Beobachtung veröffent-
licht, daß das aus der Muskulatur von Truthähnen isolierte HSP25 einen inhibitorischen Ef-
fekt auf die Polymerisation von Actin hat. Sie beobachteten außerdem eine Verminderung der
Aktivität durch die Tendenz des Proteins, unter nichtreduzierenden Bedingungen zu dimeri-
sieren. Sie charakterisierten HSP25 als ein `barbed end capping protein´, also als ein Mole-
kül, das am schnell wachsenden Ende des Actinfilaments bindet und damit die Elongation
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verhindert. Inzwischen wurde die Hemmung der Actinpolymerisation in vitro auch für das
kleine Hitzeschockprotein HSP26 der Hefe S. cerevisiae nachgewiesen (Rahman et al., 1995).
Da es zur Zeit noch keine Daten zur strukturellen Basis der inhibierenden Wirkung von
kHSPs auf die Actinpolymerisation gibt, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Peptidbiblio-
thek von HSP25 synthetisiert und auf ihre in vitro Aktivität als Inhibitor der Actinpolymeri-
sation getestet. Durch den Einsatz von Fluoreszenzspektroskopie und Elektronenmikroskopie
konnten zwei Polypeptide identifiziert werden, die die Polymerisation von Actin bei einem
10-fachen (Peptid 6: WSQWFSAAGWPGYVR) bzw. 2,5-fachen (Peptid 11: IR-
QTADRWRVSLDVN) molaren Überschuß zu 50% inhibieren konnten. Die Aktivitäten
dieser Peptide liegen damit etwa ein bis zwei Größenordnungen unter den Werten, wie sie
schon für das isolierte Protein erhalten wurden (Miron et al., 1991; Benndorf et al., 1994) und
etwa eine Größenordnung über der Effektivität eines Dodekapeptides, das die Actin-bindende
Sequenz des Cofilins beinhaltet (Yonezawa et al., 1991). Da die Cofilin-Sequenz in mehreren
Actin-depolymerisierenden Proteinen gefunden wurde, postulierten die Autoren, daß diese
Sequenz ein allgemeines Motiv für diese Funktion darstellt. Die hier identifizierten Bereiche
weisen keine Verwandtschaft zu Sequenzen von Actin-depolymerisierenden Proteinen auf,
aber innerhalb der kHSPs sind sie konserviert. Diese Sequenzen könnten also ein für die
kHSPs spezifisches Motiv für die Wechselwirkung mit Actin sein. In jedem Fall sind die hier
beschriebenen Peptide im Hinblick auf ihre Fähigkeit, die Actinpolymerisation zu hemmen,
die bislang effektivsten Peptide. Die Spezifität der Interaktion von Peptid 11 mit Actin wird
durch die Tatsache bestätigt, daß ein Zufallspeptid mit der gleichen Aminosäurezusammen-
setzung keine Aktivität zeigt. Auf der anderen Seite konnten die homologen Sequenzen von
Mensch und αB-Crystallin die Actinpolymerisation nicht inhibieren. Daß die menschliche
Sequenz lediglich an einer Stelle von der Sequenz des murinen Peptids abweicht, spricht für
die Bedeutung des Glutamins an Position 3 des Maus Peptids. Von den bekannten HSP25-
Sequenzen der Säuger (Maus, Ratte, Hamster, Huhn, Hund und Mensch) weist lediglich das
menschliche Protein ein Histidin an dieser Stelle auf (siehe auch Sequenzvergleich in Abb.
3.13), sonst ist es immer ein Glutamin. Die Sequenz des menschlichen HSP25 wurde von der
cDNA und nicht vom isolierten Protein abgeleitet. Da die Codons für Histidin und Glutamin
nur an der dritten Stelle voneinander abweichen, ist nicht auszuschließen, daß die Existenz
des Histamins an der dritten Position in Peptid 11 auf einer falschen Bestimmung der Sequenz
beruht.
Die vorliegende Untersuchung zeigt, daß die Aktivität sowohl des menschlichen Peptids 11
als auch der entsprechenden αB-Crystallin-Sequenz durch eine N-terminale Verlängerung
wiederhergestellt werden kann und belegen damit den modifizierenden Einfluß des N-
terminal zum Peptid 11 gelegenen Bereiches. In diese Region fallen bei dem murinen HSP25
und αB-Crystallin sowie bei dem menschlichen HSP25 ein bzw. zwei phosphorylierbare
Serine, wodurch diese Region zusätzlich interessant wird. Durch die Verwendung der verlän-
gerten Peptide mit einer Phosphorylierung an den entsprechenden Serinen konnte ein modu-
lierender Einfluß der Phosphorylierung auf die Funktion als Inhibitor der Actinpolymerisation
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gezeigt werden: Die phosphorylierten Peptide wiesen im Vergleich zu den unphosphorylierten
Varianten bei allen drei Spezies eine signifikant schlechtere Hemmung der Actinpolymerisa-
tion auf. Damit ist es gelungen, die phosphorylierungsabhängige Eigenschaft des gesamten
Proteins, als ein Inhibitor der Actinpolymerisation zu fungieren, mit einem kleinen Teilstück
nachzuvollziehen und die Phosphorylierungsabhängigkeit dieser Reaktion zu belegen. Im
Falle des menschlichen Peptids gelang es sogar, die Aktivität des Peptids durch eine zweifa-
che Phosphorylierung völlig zu unterbinden. Durch diese Ergebnisse wird die Bedeutung der
Phosphorylierung von HSP25 bei der Hemmung der Actinpolymerisation eindrucksvoll un-
terstrichen. Das humane HSP25 und αB-Crystallin sollten nach diesen Ergebnissen ebenfalls
die Polymerisation von Actin hemmen können. Bisher wurde die inhibitorische Wirkung
jedoch nur für das HSP25 des Huhns und der Hefe belegt (Rahman et al., 1995; Miron et al.,
1988). Sowohl das menschliche Protein als auch α-Crystallin wurden bisher nur in Form
großer Komplexe isoliert. Das kann in Analogie zum HSP25 der Maus die Ursache für die
mangelnde Aktivität bei der Hemmung der Actinpolymerisation sein, denn bei dem Maus-
Protein waren nur die unphosphorylierten Monomere aktiv.
Durch eine Reihe von verkürzten Varianten des Peptids 11 konnte die Stelle der Interaktion
von HSP25 mit Actin näher charakterisiert werden. Nach den vorliegenden Untersuchungen
sollte das Minimalmotiv eines aktiven Peptids zumindest 6 bis 9 Aminosäuren umfassen und
die Sequenzmotive IRQ und DVN enthalten. Im Peptid 11 werden diese beiden Motive durch
eine Sequenz von 9 Aminosäuren miteinander verbunden, von denen das Element TAD die
wichtigste Rolle als Bindeglied zu spielen scheint. Die Lage des Peptids 11 im Gesamtprotein
ist in zweifacher Hinsicht interessant. Erstens ist die Nähe zum phosporylierbaren Serin 86
auffällig - die Bedeutung der Phosphorylierung dieser Aminosäure wurde bereits besprochen -
und zweitens liegt Peptid 11 am Beginn der α-Crystallin-Domäne, dem konservierten Be-
reich, der allen kleinen HSPs gemein ist. Damit zeichnet sich eine mögliche Funktion dieser
Domäne ab, wenn auch die am höchsten konservierten Bereiche (Singh et al., 1995) nicht in
den Bereich von Peptid 11 fallen. Die phosphorylierbaren Serine liegen außerhalb der α-
Crystallin-Domäne, so daß eine Aufteilung des HSP25-Proteins in einen funktionellen und
einen regulatorischen Teil denkbar ist.
Peptid 11 besitzt mit drei Argininen und zwei Aspartaten fünf geladene Aminosäuren, ist
darum gut wasserlöslich und könnte eine Reihe von ionischen Wechselwirkungen mit Actin
eingehen. Demgegenüber ist Peptid 6 mit seinen fünf aromatischen Aminosäuren sehr hydro-
phob und wohl nur wegen des endständigen Arginins überhaupt in Wasser löslich. Hier dürfte
die Wechselwirkung mit Actin vor allem hydrophober Natur sein. Die Experimente mit Zel-
lulose-gebundenen Peptid-Bibliotheken von Actin ergaben als mögliche Interaktionspunkte
von HSP25 vor allem die Aminosäurebereiche 156-168 und 194-208 im Actinmolekül. Inter-
essanterweise sind diese Stellen beide an Monomer-Monomer-Wechselwirkungen bei der
Filamentbildung des Actins beteiligt. In Abb. 4.1 ist die Struktur des Actin-Monomers wie-
dergegeben. In dieser Grafik sind auch die Kontaktstellen mit anderen Monomeren im Actin-
filament eingezeichnet. Daraus geht hervor, daß die Aminosäuren 156-168 einen Kontaktbe-
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reich umfassen, der von den Aminosäuren 166-169 gebildet wird und die Aminosäuren 194-
208 werden zum größten Teil durch die beiden Kontaktbereiche 195-197 und 202-204 abge-
deckt. Diese drei Bereiche sind in Abb. 4.1 durch Pfeile gekennzeichnet. Der erste Bereich
liegt in der dritten Domäne und erstreckt sich über ein β-Faltblatt mitsamt der davor- und
dahinterliegenden Loops. Der zweite und dritte Bereich befinden sich am oberen Ende der
vierten Domäne und sind Teil eines großen exponierten Loops. Ausgehend von der charakte-
ristischen Ansicht, wie sie von Kabsch et al. (1990) gezeichnet wurde, befinden sich diese
Bereiche auf der `Rückseite´ des Actinmoleküls, allerdings an gegenüberliegenden Seiten.
Erste, hier nicht gezeigte Kompetitionsversuche mit Actinpeptiden dieser Bereiche und den
Peptiden 11 und 6 im Actinpolymerisations-Assay scheinen zumindest für die Region des
exponierten Loops in Domäne vier eine Interaktion mit Peptid 11 zu bestätigen. Zwei weitere
Peptide der Actin-Membran, die mit HSP25 interagiert haben, liegen ebenfalls in einem Ac-
tin-Actin-Kontaktbereich. Dies betrifft die Sequenzen 68-80 und 78-90, die beide in der aus-
gedehnten Kontaktzone der zweiten Domäne (Aminosäuren 68-93) zu finden sind. Hier war
die Nachweisreaktion allerdings schwächer und erstreckte sich nicht über mehrere benach-
barte Peptidsequenzen. Mit Hilfe der Membran-gebundenen Peptid-Bibliotheken ließen sich
also mehrere potentielle Bindungsorte für HSP25 am Actin lokalisieren. Auf der anderen
Seite konnten die mit den löslichen Peptiden identifizierten HSP25-Sequenzen mit Actinpo-
lymerisationsinhibitor-Eigenschaft mit dieser Methode nicht detektiert werden. Weitere Ver-
suche zur Optimierung der Technik und parallele Untersuchungen mittels Fluoreszenzfluoro-
metrie und Elektronenmikroskopie sollten in Zukunft in der Lage sein, die Bestimmung der
Kontaktbereiche von HSP25 am Actin zu präzisieren.
Die hydrodynamische Untersuchungen bestätigten die Spezifität der Wechselwirkung zwi-
schen Peptid 11 und G-Actin und ließen außerdem eine Abschätzung der Assoziationskon-
stante von 3,7 x 105 M-1 zu. Dies belegt eine schwache, aber signifikante Interaktion von
Peptid 11 mit G-Actin. Außerdem sprechen die hydrodynamischen Untersuchungen für die
biologische Aktivität des Peptids, da keine Selbstassoziate gefunden wurden.
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Die hier präsentierten Daten zur Hemmung der Actinpolymerisation durch HSP25-Peptide
stellen den ersten direkten Beleg für eine Interaktion von HSP25 mit Actin dar. Bei in vitro
Untersuchungen mit isolierten Proteinen kann die Existenz von hochaktiven Proteinen als
Kontamination nicht ausgeschlossen werden und in vivo Untersuchungen sind prinzipiell von
indirekter Natur. Die Ergebnisse bestätigen die Befunde anderer Untersuchungen, nach denen
HSP25 phosphorylierungsabhängig als Inhibitor der Actinpolymerisation fungieren kann. In
vivo wird die Regulation des Actinfilamentnetzwerkes neben HSP25 von einer Reihe anderer
Proteine beeinflußt. Die Aufklärung der speziellen Funktion von HSP25 im Zusammenspiel
mit diesen Proteinen bleibt das Ziel weitergehender Untersuchungen.
Abb. 4.1: Struktur von monomerem Actin
Darstellung der Kontaktstellen des Actin-Monomers nach Kabsch et al. (1990) mit anderen Monomeren im
Actinfilament (modifiziert auf der Grundlage einer Zeichnung von dos Remedios und Moens, 1995). Die
schwarzen Bänder repräsentieren die Kontaktstellen und die weißen Zahlen darin deuten die Aminosäuren an,
die den Anfangs- und Endpunkt der Kontakte bilden. Die durchgezogene Linie kennzeichnet die Trennung der
sogenannten `großen´ (links) von der `kleinen´ (rechts) Untereinheit. Die gestrichelten Linien markieren die
Aufteilung dieser Untereinheiten in die vier Domänen. Die Pfeile deuten auf die Bereiche des Actin-Moleküls,
die nach den Ergebnissen des Peptid-Epitop-Scannings als Interaktionsbereiche mit HSP25 in Frage kommen.
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4.3 Vorkommen von HSP25 und HSP70 bei Hypertonie
Veränderungen im Vorkommen von HSPs bei pathophysiologischen Zuständen, wie sie z.B.
bei einer ausgeprägten Hypertonie zu erwarten sind, können für klinische Fragestellungen von
großem Interesse sein. In einer Reihe von Untersuchungen konnte bereits die Bedeutung von
HSPs, insbesondere HSP70, für die Funktion des Herzens unter unphysiologischen Bedin-
gungen nachgewiesen werden (Mestril et al., 1994; Heads et al., 1994; Marber et al., 1995;
Plumier et al., 1995; Chi und Mestril, 1996; Mestril und Dillmann, 1995; Suzuki et al., 1997),
aber über die Funktion von HSP25 im Herzen ist nur wenig bekannt. In Kapitel 3.4 sind die
Ergebnisse des Nachweises von HSP25 und HSP70 in verschiedenen Geweben von drei
Tiermodellen der Hypertonie beschrieben. Besonders hoch waren die HSP25-Mengen in den
muskulösen Geweben, in der Nebenniere und in der Lunge, also vor allem in Geweben, die
besonders viel Actin enthalten oder einen hohen Anteil an Epithelien aufweisen. Eine ähnli-
che quantitative Verteilung von HSP25 fanden auch Kato et al. (1992) bei der Untersuchung
menschlicher Gewebeproben. Deutliche Unterschiede im HSP25-Gehalt zwischen den Gewe-
ben aus normotonen und hypertonen Tieren wurden in der Aorta, den Ventrikeln und der
Nebenniere festgestellt. Im Vergleich zu anderen Studien liegen die Werte des HSP25-
Gehalts im Herzen etwas niedriger als z.B. solche wie sie für adulte Mäuse- (Klemenz et al.,
1993) und Rattenherzen (Inaguma et al.,  1995) berichtet wurden. Allerdings wurde in diesen
Fällen eine weniger effektive Methode der Proteinextraktion verwendet.
Insgesamt war ein deutlich variierender Gehalt an HSP25 in den verschiedenen Herzgeweben
zu erkennen, was für eine gewebespezifische Funktion des kleinen HSPs im Herzen spricht.
Die ventrikuläre Lokalisation von kHSPs wurde erst kürzlich von Lutsch et al. (1997) mit
Hilfe von Immunfluoreszenz- und Immun-Elektronenmikroskopie untersucht. HSP25 konnte
in Kardiomyozyten, Endothelzellen und in Zellen der glatten Muskulatur von Blutgefäßen
nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde αB-Crystallin bei dieser Untersuchung nur in
den Kardiomyozyten gefunden. Dort waren beide kHSPs in der I-Bande und in der Region der
M-Linien lokalisiert. Unterschiedlich stark akkumuliert waren nach dieser Untersuchung
HSP25 und αB-Crystallin im Herzen auch zu verschiedenen Zeiten der Entwicklung. Diese
Befunde sprechen für räumlich und zeitlich getrennte Funktionen dieser beiden kleinen HSPs
im Herzen.
Die unterschiedliche Veränderung im Gehalt von HSP25 und HSP70 zwischen den Geweben
normotoner und hypertoner Ratten deutet auf eine differentielle Regulation von HSP25 und
HSP70 bei der durch Hypertonie ausgelösten Belastung im Herzen. In diesem Zusammenhang
ist auch der entgegengesetzte Trend bei der Veränderung des Gehalts an HSP25 im Vergleich
zu dem von HSP70 bei den spontan hypertensiven bzw. den Goldblatt-operierten Ratten
interessant. Dies läßt vermuten, daß bei diesen Tiermodellen unterschiedliche Mechanismen
für die Ausbildung der Hypertonie verantwortlich sind und dadurch auch die Expression von
Streßproteinen in unterschiedlichem Maße angeregt wird. Eine differentielle Regulation der
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HSP25- und HSP70-Expression stellten auch Hoch et al. (1996) an hitzegeschockten isolier-
ten Rattenherzen fest: Der HSP25-Gehalt stieg nur im linken Ventrikel, der HSP70-Gehalt
aber in beiden Ventrikeln an. In ischämischen Kaninchenherzen konnten auch Heads et al.
(1995) eine erhöhte Menge an HSP70-mRNA, nicht aber an HSP25-mRNA beobachten. Hier
stellt sich die Frage, ob in diesen Fällen die kooperative Chaperonfunktion von HSP25 und
HSP70 (Ehrnperger et al., 1997) noch eine Rolle spielt. Diese Chaperonaktivität würde bei
dem Recycling von partiell denaturierten Zytoskelettproteinen helfen können. Bei den hier
vornehmlich betroffenen Kardiomyocyten könnte allerdings die Zytoskelett-stabilisiernde
Wirkung von HSP25 im Vordergrund stehen.
In dieser Untersuchung wurde eine deutlich erhöhte Expression von HSP25 bei den spontan
hypertensiven und den Goldblatt-operierten Tieren im Bereich der rechten Herzkammer be-
obachtet. Dieser Befund überrascht insofern, als bei einer Hypertonie primär der linke Ventri-
kel einer verstärkten Belastung ausgesetzt ist. Die biologische Relevanz des gesteigerten
Vorkommens von HSP25 in diesem Teil des hypertonen Rattenherzen bleibt zunächst unge-
klärt. Erstaunlich ist auch der bei den Kontrolltieren des transgenen Modells sehr hohe Gehalt
an HSP25 im rechten Ventrikel. Eine mögliche Ursache könnte im Alter der Tiere liegen. Die
Tiere dieses Modells waren mit zwei Monaten noch relativ jung. Es kann zwar als gesichert
gelten, daß die transgenen Tiere auch schon in diesem Alter einen erhöhten Blutdruck aufwei-
sen (Mullins et al., 1990), aber ein entwicklungsabhängig relativ hoher HSP25-Gehalt ist für
die Kontrolltiere diesen Alters ebenfalls denkbar und würde damit die zu erwartende Steige-
rung des Gehaltes im rechten Ventrikel bei den transgenen Tieren kompensieren. Dafür spre-
chen auch neuere Ergebnisse von Lutsch et al. (1997), nach denen der HSP25-Gehalt im
Herzgewebe von Ratten mit zunehmendem Alter abnimmt. Allerdings ist nach diesen Unter-
suchungen der HSP25-Wert der Adulttiere bereits nach etwa 1 Monat erreicht.
Das konstitutive Vorkommen von HSP25 im Herzmuskel steht in Übereinstimmung mit einer
wachsende Zahl von Arbeiten, die die Interaktion von HSP25 mit Actin in vivo beschreibt. So
zeigten Lavoie et al. (1993a), daß in 3T3-Zellen, die nach einer Transfektion menschliches
HSP25 überexprimierten, die Actinfilamentbündel (Streßfibern) eine erhöhte Stabilität gegen
einen durch Hitzeschock und Cytochalasin D verursachten Streß aufwiesen. Postuliert man
eine direkte Stabilisierung der Actinfilamente durch HSP25, wäre das überexprimierte Protein
in diesen Zellen für die gesteigerte Toleranz gegenüber diesen Streßfaktoren verantwortlich.
Außerdem scheint nach Untersuchungen von Smoyer et al. (1996) und Welsh et al. (1996)
HSP25 durch die Regulation des Actinfilamentsystems an der Aufrechterhaltung und der
pathophysiologisch bedingten Umorganisation des Zytoskeletts in Podozyten und in den
Sertoli-Zellen der Hoden beteiligt zu sein. Darüber hinaus ist HSP25 in glatten Muskelzellen
an der anhaltenden Kontraktion der Muskeln nach Bombesin- oder Proteinkinase C-
Stimulation beteiligt, eine Funktion, die durch die Interaktion mit Actin vermittelt werden
könnte (Bitar et al., 1991). Die Aufrechterhaltung der morphologischen und funktionellen
Integrität des kontraktilen Apparates und des Zytoskeletts könnte demnach auch im Herzen
eine Funktion von HSP25 sein.
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Durch eine Vielzahl von Studien am Menschen und an verschiedenen Tiermodellen für Hy-
pertonie konnte nachgewiesen werden, daß Bluthochdruck mit einer myokardialen und vas-
kulären Hypertrophie verbunden ist (Übersicht bei Folkow, 1982). Die Mechanismen, die für
das gesteigerte Wachstum verantwortlich sind, sind unbekannt. Ein Grund für das kardiovas-
kuläre Wachstum könnte eine veränderte Signaltransduktion und Genexpression in den
Herzmuskelzellen und glatten Gefäßmuskelzellen sein. Eine Verbindung zu den veränderten
Gehalten an HSPs in hypertonen Ratten ergibt sich aus der Tatsache, daß die MAP-Kinase
durch Angiotensin II in vaskulären glatten Muskelzellen von SHR-, nicht aber in solchen aus
WKY-Tieren aktiviert wird. Dies spricht für Unterschiede in der Regulation der MAP-
Kinase-Kaskade als Ursache für die gesteigerten zellulären Reaktionen im SHR-Modell der
Hypertonie (Lucchesi et al., 1996).
4.4 Modell der Struktur-Funktionsbeziehungen von HSP25
Die zur Zeit verfügbaren Daten zeigen, daß HSP25 mit Actin wechselwirken und als Cha-
peron fungieren kann. Im Einzelnen gehören zu den Funktionen des kleinen Hitzeschockpro-
teins in der Zelle 1.) die Stabilisierung des Mikrofilamentsystems durch die phosphorylierten
Monomere, 2.) die Hemmung der Actinpolymerisation durch die unphosphorylierten Mono-
mere und 3.) die Verhinderung der irreversiblen Denaturierung partiell entfalteter Proteine
durch die Chaperonaktivität der (unphosphorylierten) hochmolekularen Komplexe. In dem
Modell in Abb. 4.2 ist das Zusammenspiel der beteiligten Faktoren bei den verschiedenen
Eigenschaften von HSP25 zusammengefaßt.
Da Actin ein wesentlicher Wechselwirkungspartner von HSP25 ist, sollen hier zunächst kurz
die wichtigsten Eigenschaften dieses Proteins rekapituliert werden. Actin findet sich in allen
eukaryotischen Zellen. In einer typischen tierischen Nichtmuskelzelle macht es ca. 5% der
Gesamtproteinmenge aus. Actinfilamente sind essentiell für viele Formen der Beweglichkeit,
einschließlich der Muskelkontraktion und für die Struktur und mechanischen Eigenschaften
der zytoplasmatischen Matrix. Ohne Actinfilamente könnte sich z.B. eine tierische Zelle nicht
auf einer Oberfläche fortbewegen, größere Partikel phagocytieren oder sich teilen. Actin liegt
in der Zelle in nahezu gleichen Mengen unpolymerisiert (G-Actin) und in polymerisierter,
filamentöser Form (F-Actin) vor (Sheterline et al., 1995). In vitro bleibt Actin nur bei niedri-
ger Ionenstärke (z.B. 0,2 mM Ca2+ oder 0,05 mM Mg2+) monomer. Eine Anhebung der Ionen-
stärke auf physiologische Bedingungen (z.B. 2 mM MgCl2 und 100 mM KCl) führt innerhalb
weniger Minuten zu einer Polymerisation des G-Actins zu mehrere Mikrometer langen Fila-
menten, wie sie z.B. in Abb. 3.11 A dargestellt sind. In der Zelle wird durch Proteine, die an
Actin-Monomere binden (z.B. Thymosin und Profilin) verhindert, daß alle Monomere zu
Filamenten polymerisieren. Es existiert noch eine große Zahl anderer Actin-bindender Protei-
ne, von denen die meisten an Actinfilamente binden. Man unterteilt sie nach ihren Funktionen














































Abb. 4.2: Modell der Struktur-Funktionsbeziehungen von HSP25
Erläuterungen siehe Text.
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bündelnde Proteine z.B. halten Actinfilamente in parallelen Bündeln in Form von Mikrovilli
zusammen, Actin-Cross-Linking-Proteine sorgen für eine flexible Vernetzung der Actinfila-
mente untereinander, Actinfilament-spaltende Proteine (wie z.B. Gelsolin) zerschneiden die
Actinfilament in kürzere Stücke, so daß das Actinnetzwerk eine größere Fluidität erlangt und
Actin-Capping-Proteine inhibieren die Anlagerung von Monomeren an das Ende der Actinfi-
lamente. Actinfilamente können auch, wie im Muskel, mit Motorproteinen zu kontraktilen
Bündeln assoziiert sein oder als Schienen für den Transport von Organellen dienen (Zusam-
menfassung bei Pollard und Cooper, 1986).
Die Interaktion von HSP25 mit Actin auf zellulärer Ebene sowohl unter physiologischen
Bedingungen als auch unter Streß ist inzwischen gut belegt (siehe Kap. 4.31). Zudem be-
schrieben Lavoie et al. (1993b) den Einfluß der Phosphorylierung von HSP25 auf die Organi-
sation des Zytoskeletts: In Zellen, die konstitutiv HSP25 überexprimierten, war die durch
Wachstumsfaktoren induzierte F-Actin-Akkumulation gesteigert, wohingegen die nichtphos-
phorylierbare Mutante HSP25-S15,78,82G einen negativen Einfluß auf die Actinfilamentbil-
dung hatte. Weitere Beispiele für die Abhängigkeit der protektiven Wirkung von HSP25 vom
Phosphorylierungszustand im Hinblick auf die Stabilität des Zytoskeletts finden sich bei
Lavoie et al. (1995) und Huot et al. (1996). In beiden Arbeiten wurde gezeigt, daß der pro-
tektive Effekt durch die Phosphorylierungs-inkompetenten Mutanten nicht vermittelbar ist.
Nach den hier vorgestellten Untersuchungen zur Struktur und Funktion der HSP25-Mutanten
werden durch die zunehmende Phosphorylierung die hochmolekularen HSP25-Komplexe in
phosphorylierte niedermolekulare Komplexe oder Monomere überführt. Zur Funktion der
phosphorylierten HSP25-Monomere ergeben sich Hinweise aus der Tatsache, daß in hitzege-
schockten menschlichen Endothelzellen HSP25 mit Actinfasern assoziiert ist und gleichzeitig
der Anteil der phosphorylierten HSP25-Isoformen ansteigt (Loktionova et al., 1996). Da die
Stabilisierung der Actinfilamente unter Streßbedingungen von der Phosphorylierbarkeit von
HSP25 abhängt, ist denkbar, daß die phosphorylierten monomeren HSP25-Moleküle hierfür
verantwortlich sind. In Abb. 4.2 ist die Stabilisierung der Actinfilamente durch phosphory-
liertes HSP25 unter Punkt 1 der Funktionen von HSP25 eingezeichnet.
Auch Zhu et al. (1994) konnten zeigen, daß nur die phosphorylierte Isoform von HSP25 mit
der (durch Thrombin induzierten) aktiven Zytoskelettfraktion in menschlichen Blutplättchen
assoziiert war. Die Autoren dieser Arbeit beobachteten außerdem, daß nach der Aktivierung
der Blutplättchen HSP25 zunächst phosphoryliert und dann von Zytoplasma zum sich organi-
sierenden Zytoskelett transloziert wird. Dies spricht für die These, daß HSP25 in der phos-
phorylierten Form innerhalb der Zelle transportiert wird. Dies kann auch im Zusammenhang
mit der häufig beobachteten Relokalisation von HSP25 vom Zytoplasma in den Zellkern von
Bedeutung sein (Beaulieu et al., 1989; Arrigo et al., 1988; Wollgiehn et al., 1994). Wie aller-
dings der Transport geschieht und wie während des Transportes die Aktivität kontrolliert
wird, bleibt offen. Hieran sind in der Zelle vermutlich eine Reihe anderer Proteine beteiligt.
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Die phosphorylierten Monomere von HSP25 stabilisieren die Actinfilamente. Um die hem-
mende Wirkung auf die Actinpolymerisation zu induzieren, müssen die Monomere erst de-
phosphoryliert werden. Für HSP25 beschrieben Gaestel et al. (1992) eine Dephosphorylie-
rung in vitro durch die Ca/Calmodulin-abhängige Proteinphosphatase 2B (PP2B) und Cairns
et al. (1994) wiesen die Dephosphorylierung in vivo durch Proteinphosphatase 2A (PP2A)
nach. Zur Regulation der HSP25-Dephosphorylierung liegen bisher keine Daten vor. Die
Hemmung der Actinpolymerisation durch die unphosphorylierten, monomeren HSP25-
Moleküle durch `Capping´ am schnell wachsenden Ende der Actinfilamente ist in Abb. 4.2
unter Punkt 3 eingezeichnet. Capping-Proteine führen über einen bisher nicht zweifelsfrei
geklärten Mechanismus auch immer zu einer Verkürzung, sprich einer Spaltung von Actinfi-
lamenten. Dieser Funktion von HSP25 wird in Abb. 4.2 unter Punkt 2 Rechnung getragen.
Durch welche Mechanismen die unphosphorylierten HSP25-Monomere vor einer erneuten
Assoziation zu hochmolekularen Komplexen geschützt werden, bzw. wodurch die Bildung
der HSP25-Komplexe ausgelöst wird, ist bislang unbekannt. Arrigo et al. (1988) konnten
zeigen, daß durch einen Hitzeschock die Bildung hochmolekularer Komplexe angeregt wird.
In dem Modell in Abb. 4.2 sind die Übergänge zwischen den verschiedenen strukturellen
Zuständen von HSP25 dargestellt. Dabei ist ungeklärt, ob diese Übergänge in der dargestell-
ten Abfolge verlaufen oder ob z.B. unphosphorylierte Monomere direkt zu den hochmolekula-
ren Komplexen assemblieren können. Die Dissoziation der Komplexe verläuft, getrieben
durch eine zunehmende Phosphorylierung durch die Streß-induzierte Aktivierung der MAP-
KAP-Kinasen 2 oder 3, in Richtung der phosphorylierten Monomeren. Die MAPKAP-
Kinasen sind Teil einer mehrstufigen Signaltransduktionskaskade, von denen ein Zweig mit
der Phosphorylierung von HSP25 endet. Damit ist HSP25 ein Teil des Signaltransduktionssy-
stems, durch den die Zelle auf Veränderungen in ihrer Umgebung mit einer Stabilisierung des
Actinfilamentsystems reagiert. Durch die nachgeschaltete Dephosphorylierung von HSP25
kann nach dem Überstehen der Streßperiode die normale Flexibilität des Actinskeletts wie-
derhergestellt werden.
Ob in der anderen Richtung, also hin zu den unphosphorylierten HSP25-Komplexen noch
andere Faktoren als die genannten Phosphatasen eine Rolle spielen, sollte Gegenstand zu-
künftiger Untersuchungen sein. Unter nichtreduzierenden Bedingungen (Miron et al., 1988)
und bei oxidativ gestreßten Zellen (z.B. durch H2O2, Benndorf und Bielka, 1997) wurde
allerdings eine Dimerisierung von HSP25 beobachtet. Die Funktion der HSP25-Dimere ist
unbekannt und sie scheinen, wie in Abb. 4.2 dargestellt, eine strukturelle `Sackgasse´ zu
bilden. Da die HSP25-Dimere nach Miron et al. (1988) inaktiv bei der Hemmung der Actin-
polymerisa-tion sind, könnte die Dimerisierung ein Teilaspekt bei der Regulation des Actin-
filamentsystems der Zelle sein. HSP25 kann also als ein Regulator der Organisation des zel-
lulären Actinfilamentsystems am Ende einer Signaltransduktionskaskade betrachtet werden,
dessen Aktivität durch den Grad der Phosphorylierung und den Oligomerisierungszustand
beeinflußt wird.
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Die hochmolekularen Komplexe von HSP25 können zudem als Chaperone fungieren. Die in
Abb. 4.2 unter Punkt 4 dargestellte Chaperonaktivität der HSP25-Komplexe bezieht sich im
Falle der kompakten globulären Komplexe auf das Modell von Ehrnsperger et al. (1997), das
bereits in Kap. 4.1 besprochen wurde. Hier fungiert HSP25 als Chaperon, indem es die Um-
gebung zur Verhinderung der irreversiblen Denaturierung der teilweise entfalteten Proteine
anbietet. Die eigentliche Rückfaltungsreaktion wird energieabhängig durch einen weiteren
Faktor (HSP70) geleistet. Ob ein ähnlicher Mechanismus auch für die zylinderförmigen
HSP25-Komplexe zutreffen könnte, muß erst noch gezeigt werden. In jedem Fall scheint
HSP25 ein Teil des Chaperon-Netzwerkes zu sein, durch das die Zelle in der Lage ist, nicht-
native Intermediate, die unter Streßbedingungen gehäuft anfallen und zur irreversiblen Ag-
gregation neigen (Hightower, 1980; Ananthan et al., 1986), zu binden und im Zusammenspiel
mit anderen Faktoren wieder in den nativen Zustand zu überführen.
HSP25 ist damit ein Beispiel für ein Protein mit vielfältigen Aufgaben sowohl in gestreßten
wie auch in ungestreßten Zellen. Die Komplexität der verschiedenen Funktionen und ihrer
Regulation kommt in dem Modell in Abb. 4.2 zum Ausdruck und es sollte das Ziel zukünfti-




Hitzeschockproteine übernehmen im Organismus sowohl unter physiologischen Bedingungen
als auch bei Streß wichtige Funktionen zur Aufrechterhaltung des zellulären Stoffwechsels.
HSP25 ist ein Vertreter der ubiquitär verbreiteten kleinen Hitzeschockproteine, die aufgrund
der konservierten α-Crystallin-Domäne eine eigene Familie innerhalb der großen Klasse der
Streßproteine bilden. Es ist an der Vermittlung von zellulärer Streßtoleranz beteiligt, besitzt
Chaperoneigenschaften und ist in der Lage, die Actinpolymerisation zu inhibieren. HSP25 ist
außerdem gekennzeichnet durch seine Fähigkeit, supramolekulare Komplexe auszubilden.
Die hier vorgelegte Arbeit befaßte sich mit der Isolierung, strukturellen und funktionellen
Charakterisierung des Proteins und seinem Vorkommen in verschiedenen Geweben bei Tier-
modellen mit pathologisch erhöhtem Blutdruck.
Im ersten Teil der Arbeit wurde eine Methode etabliert, die eine relativ schnelle und schonen-
de Isolierung von HSP25 aus Ehrlich-Ascites-Tumor ermöglicht. Isoliertes HSP25 konnte in
mehrere Fraktionen aufgetrennt werden, die sich in bezug auf ihren Assoziationsgrad unter-
schieden. Durch die Kombination von elektronenmikroskopischen und hydrodynamischen
Methoden konnte für die hochmolekularen Komplexe des nativen HSP25 ein Strukturmodell
abgeleitet werden. Dieses Modell ist durch eine zylinderförmige Struktur charakterisiert, die
aus vier gestapelten Ringen besteht, wobei die einzelnen Ringe je acht HSP25-Monomere
enthalten. Die Ähnlichkeit dieser Komplexe mit dem prokaryotischen GroEL-Komplex läßt
vermuten, daß die Chaperonaktivität von HSP25 in vergleichbarer Weise durch eine Bindung
des Substratproteins im Inneren der Komplexe initiiert wird. Weitere Versuche, möglichst mit
Hilfe der Kryomikroskopie, sollten zur weiteren Verfeinerung der dreidimensionalen Struktur
dieser HSP25-Komplexe unternommen werden.
Die hochmolekularen Komplexe des rekombinanten HSP25 liegen demgegenüber als kom-
pakte globuläre Strukturen vor. Elektronenmikroskopische Analysen verschiedener Phospho-
rylierungs-Mutanten und des in vitro phosphorylierten rekombinanten HSP25 zeigten, daß die
HSP25-Komplexe mit zunehmender Phosphorylierung kleiner werden. Vollständig (dreifach)
phosphoryliertes menschliches HSP25 bildet keine hochmolekularen Komplexe mehr. Diese
Ergebnisse bestätigen den Zusammenhang zwischen dem Phosphorylierungszustand des
Proteins und seiner supramolekularen Organisation.
HSP25 wechselwirkt mit dem Zytoskelettsystem der Zelle. Es ist in der Lage, die Actinpoly-
merisation zu hemmen und wird mit der Stabilisierung des Mikrofilamentsystems der Zelle in
Verbindung gebracht. In der vorliegenden Untersuchung wurden verschiedene kHSPs hin-
sichtlich ihrer Fähigkeit, die Actinpolymerisation zu inhibieren, getestet. Mittels Elektronen-
mikroskopie und Fluoreszenzspektroskopie konnte gezeigt werden, daß das native HSP25 der
Maus in der Lage ist, die Polymerisation von Actin zu inhibieren. Rekombinantes HSP25 der
Maus und des Menschen, αB-Crystallin aus Kaninchen sowie die verschiedenen HSP25-
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Mutanten waren demgegenüber nicht dazu in der Lage. Im Zusammenhang mit den Untersu-
chungen zur Struktur der Mutanten bestätigen diese Ergebnissen frühere Befunde, nach denen
nur die unphosphorylierten HSP25-Monomere in der Lage sind, die Actinpolymerisation zu
inhibieren.
Zur genaueren Analyse dieser Funktion wurde eine Peptidbibliothek von murinem HSP25
synthetisiert. Es konnten zwei Peptide identifiziert werden, die ähnlich wie das Gesamtprotein
in der Lage sind, die Actinpolymerisation zu hemmen. Die von den Peptiden umfaßten Re-
gionen enthalten die Aminosäuren 43 bis 57 (Peptid 6: WSQWFSAAGWPGYVR) und 92 bis
106 (Peptid 11: IRQTADRWRVSLDVN). Eine 50%-ige Hemmung der Actinpolymerisation
wird bei Peptid 6 bei einem 10-fachen und bei Peptid 11 bei einem 2,5-fachen molaren Über-
schuß zum Actin erreicht. Diese Peptide stellen die bislang effektivsten Peptide mit dieser
Funktion dar. Die Resultate belegen erstmals eine direkte Interaktion zwischen HSP25 und
Actin. Mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifuge konnte zudem eine spezifische Wechselwir-
kung zwischen Actin und Peptid 11 nachgewiesen werden.
Durch die Verwendung N-terminal verlängerter Peptid 11-Varianten konnte der Einfluß der
Phosphorylierung von einem bzw. zwei Serinen auf die Aktivität der Peptide bestimmt wer-
den. Die phosphorylierten Peptide wiesen im Vergleich zu den unphosphorylierten Varianten
immer eine signifikant schlechtere Hemmung der Actinpolymerisation auf. Damit ist es ge-
lungen, die phosphorylierungsabhängige Eigenschaft des gesamten Proteins, als Inhibitor der
Actinpolymerisation zu fungieren, mit einem kleinen Teilstück nachzuvollziehen und die
Abhängigkeit dieser Reaktion vom Phosphorylierungszustand zu belegen.
Vorläufige Ergebnisse mit Zellulose-gebundenen Peptid-Bibliotheken deuten auf eine Wech-
selwirkung der Peptid 11-Sequenz von HSP25 mit einem exponierten Loop in Actin-Domäne
vier hin. Dieser Bereich ist an Actin-Actin-Kontakten bei der Filamentbildung beteiligt und
könnte den Angriffspunkt für die Hemmung der Polymerisation durch HSP25 darstellen.
Weitere Untersuchungen mit Actin-Peptiden aus Regionen, die für eine Interaktion in Frage
kommen, sollten zur Identifizierung der Interaktionsbereiche zwischen HSP25 und Actin
beitragen können.
HSPs haben aufgrund ihrer verstärkten Synthese bei vielen pathologischen Prozessen eine
medizinische Relevanz. Untersuchungen an Tiermodellen der Hypertonie ergaben für HSP25
einen hohen Gehalt in muskulösen Geweben, in der Nebenniere und in der Lunge. HSP70 ist
besonders stark in der Nebenniere vertreten. Im Zusammenhang mit den Wechselwirkungen
zwischen HSP25 und Actin deutet das konstitutive Vorkommen von HSP25 im Herzmuskel
auf eine Funktion des Proteins bei der Organisation des kontraktilen Apparats und des Zyto-
skeletts hin. Eine deutlich erhöhte Expression von HSP25 konnte bei hypertonen Tieren von
zwei Modellen im Bereich der rechten Herzkammer beobachtet werden. Die Bedeutung der
HSP25-Akkumulation in diesem Bereich sollte durch weitere Untersuchungen aufgeklärt
werden. Außerdem sprechen die unterschiedliche Veränderungen im Gehalt von HSP25 und
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HSP70 zwischen den Geweben normotoner und hypertoner Ratten für eine differentielle
Regulation von HSP25 und HSP70 im Hypertonie-belasteten Herzen.
Die unterschiedlichen Funktionen von HSP25 sind an Veränderungen hinsichtlich der supra-
molekularen Organisation und des Phosphorylierungszustandes des Proteins gekoppelt. In
einem Modell werden diese Struktur-Funktions-Beziehungen für HSP25 bei der Stabilisie-
rung von Actinfilamenten, der Spaltung von Actinfilamenten, der Hemmung der Actinpoly-
merisation und der Chaperonfunktion zusammengefaßt.
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Tab. 7.1: Abkürzungen der Aminosäuren
A Ala Alanin M Met Methionin
C Cys Cystein N Asn Asparagin
D Asp Asparaginsäure P Pro Prolin
E Glu Glutaminsäure Q Gln Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin
G Gly Glycin S Ser Serin
H His Histidin T Thr Threonin
I Ile Isoleucin V Val Valin
K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Leu Leucin Y Tyr Tyrosin
Tab. 7.2: Sequenzen der Zellulose-gebundenen HSP25-Peptid-Bibliothek (HSP25 der Maus)
Nr. Sequenz Nr. Sequenz Nr. Sequenz Nr. Sequenz
1 MTERRVPFSLLRS 26 GWPGYVRPLPAAT 51 VSLDVNHFAPEEL 76 GVDPTLVSSSLSP
2 ERRVPFSLLRSPS 27 PGYVRPLPAATAE 52 LDVNHFAPEELTV 77 DPTLVSSSLSPEG
3 RVPFSLLRSPSWE 28 YVRPLPAATAEGP 53 VNHFAPEELTVKT 78 TLVSSSLSPEGTL
4 PFSLLRSPSWEPF 29 RPLPAATAEGPAA 54 HFAPEELTVKTKE 79 VSSSLSPEGTLTV
5 SLLRSPSWEPFRD 30 LPAATAEGPAAVT 55 APEELTVKTKEGV 80 SSLSPEGTLTVEA
6 LRSPSWEPFRDWY 31 AATAEGPAAVTLA 56 EELTVKTKEGVVE 81 LSPEGTLTVEAPL
7 SPSWEPFRDWYPA 32 TAEGPAAVTLAAP 57 LTVKTKEGVVEIT 82 PEGTLTVEAPLPK
8 SWEPFRDWYPAHS 33 EGPAAVTLAAPAF 58 VKTKEGVVEITGK 83 GTLTVEAPLPKAV
9 EPFRDWYPAHSRL 34 PAAVTLAAPAFSR 59 TKEGVVEITGKHE 84 LTVEAPLPKAVTQ
10 FRDWYPAHSRLFD 35 AVTLAAPAFSRAL 60 EGVVEITGKHEER 85 VEAPLPKAVTQSA
11 DWYPAHSRLFDQA 36 TLAAPAFSRALNR 61 VVEITGKHEERQD 86 APLPKAVTQSAEI
12 YPAHSRLFDQAFG 37 AAPAFSRALNRQL 62 EITGKHEERQDEH 87 LPKAVTQSAEITI
13 AHSRLFDQAFGVP 38 PAFSRALNRQLSS 63 TGKHEERQDEHGY 88 KAVTQSAEITIPV
14 SRLFDQAFGVPRL 39 FSRALNRQLSSGV 64 KHEERQDEHGYIS 89 VTQSAEITIPVTF
15 LFDQAFGVPRLPD 40 RALNRQLSSGVSE 65 EERQDEHGYISRC 90 QSAEITIPVTFEA
16 DQAFGVPRLPDEW 41 LNRQLSSGVSEIR 66 RQDEHGYISRCFT 91 AEITIPVTFEARA
17 AFGVPRLPDEWSQ 42 RQLSSGVSEIRQT 67 DEHGYISRCFTRK 92 ITIPVTFEARAQI
18 GVPRLPDEWSQWF 43 LSSGVSEIRQTAD 68 HGYISRCFTRKYT 93 IPVTFEARAQIGG
19 PRLPDEWSQWFSA 44 SGVSEIRQTADRW 69 YISRCFTRKYTLP 94 VTFEARAQIGGPE
20 LPDEWSQWFSAAG 45 VSEIRQTADRWRV 70 SRCFTRKYTLPPG 95 FEARAQIGGPEAG
21 DEWSQWFSAAGWP 46 EIRQTADRWRVSL 71 CFTRKYTLPPGVD 96 ARAQIGGPEAGKS
22 WSQWFSAAGWPGY 47 RQTADRWRVSLDV 72 TRKYTLPPGVDPT 97 AQIGGPEAGKSEQ
23 QWFSAAGWPGYVR 48 TADRWRVSLDVNH 73 KYTLPPGVDPTLV 98 IGGPEAGKSEQSG
24 FSAAGWPGYVRPL 49 DRWRVSLDVNHFA 74 TLPPGVDPTLVSS 99 GPEAGKSEQSGAK
25 AAGWPGYVRPLPA 50 WRVSLDVNHFAPE 75 PPGVDPTLVSSSL
7 Anhang 93
Tab. 7.3: Sequenzen der Zellulose-gebundenen Actin-Peptid-Bibliothek (humanes α-Skelett-
muskel-Actin)
Nr. Sequenz Nr. Sequenz Nr. Sequenz Nr. Sequenz
1 DEDETTALVCDNG 47 ELRVAPEEHPTLL 93 LTDYLMKILTERG 139 TTYNSIMKCDIDI
2 DETTALVCDNGSG 48 RVAPEEHPTLLTE 94 DYLMKILTERGYS 140 YNSIMKCDIDIRK
3 TTALVCDNGSGLV 49 APEEHPTLLTEAP 95 LMKILTERGYSFV 141 SIMKCDIDIRKDL
4 ALVCDNGSGLVKA 50 EEHPTLLTEAPLN 96 KILTERGYSFVTT 142 MKCDIDIRKDLYA
5 VCDNGSGLVKAGF 51 HPTLLTEAPLNPK 97 LTERGYSFVTTAE 143 CDIDIRKDLYANN
6 DNGSGLVKAGFAG 52 TLLTEAPLNPKAN 98 ERGYSFVTTAERE 144 IDIRKDLYANNVM
7 GSGLVKAGFAGDD 53 LTEAPLNPKANRE 99 GYSFVTTAEREIV 145 IRKDLYANNVMSG
8 GLVKAGFAGDDAP 54 EAPLNPKANREKM 100 SFVTTAEREIVRD 146 KDLYANNVMSGGT
9 VKAGFAGDDAPRA 55 PLNPKANREKMTQ 101 VTTAEREIVRDIK 147 LYANNVMSGGTTM
10 AGFAGDDAPRAVF 56 NPKANREKMTQIM 102 TAEREIVRDIKEK 148 ANNVMSGGTTMYP
11 FAGDDAPRAVFPS 57 KANREKMTQIMFE 103 EREIVRDIKEKLC 149 NVMSGGTTMYPGI
12 GDDAPRAVFPSIV 58 NREKMTQIMFETF 104 EIVRDIKEKLCYV 150 MSGGTTMYPGIAD
13 DAPRAVFPSIVGR 59 EKMTQIMFETFNV 105 VRDIKEKLCYVAL 151 GGTTMYPGIADRM
14 PRAVFPSIVGRPR 60 MTQIMFETFNVPA 106 DIKEKLCYVALDF 152 TTMYPGIADRMQK
15 AVFPSIVGRPRHQ 61 QIMFETFNVPAMY 107 KEKLCYVALDFEN 153 MYPGIADRMQKEI
16 FPSIVGRPRHQGV 62 MFETFNVPAMYVA 108 KLCYVALDFENEM 154 PGIADRMQKEITA
17 SIVGRPRHQGVMV 63 ETFNVPAMYVAIQ 109 CYVALDFENEMAT 155 IADRMQKEITALA
18 VGRPRHQGVMVGM 64 FNVPAMYVAIQAV 110 VALDFENEMATAA 156 DRMQKEITALAPS
19 RPRHQGVMVGMGQ 65 VPAMYVAIQAVLS 111 LDFENEMATAASS 157 MQKEITALAPSTM
20 RHQGVMVGMGQKD 66 AMYVAIQAVLSLY 112 FENEMATAASSSS 158 KEITALAPSTMKI
21 QGVMVGMGQKDSY 67 YVAIQAVLSLYAS 113 NEMATAASSSSLE 159 ITALAPSTMKIKI
22 VMVGMGQKDSYVG 68 AIQAVLSLYASGR 114 MATAASSSSLEKS 160 ALAPSTMKIKIIA
23 VGMGQKDSYVGDE 69 QAVLSLYASGRTT 115 TAASSSSLEKSYE 161 APSTMKIKIIAPP
24 MGQKDSYVGDEAQ 70 VLSLYASGRTTGI 116 ASSSSLEKSYELP 162 STMKIKIIAPPER
25 QKDSYVGDEAQSK 71 SLYASGRTTGIVL 117 SSSLEKSYELPDG 163 MKIKIIAPPERKY
26 DSYVGDEAQSKRG 72 YASGRTTGIVLDS 118 SLEKSYELPDGQV 164 IKIIAPPERKYSV
27 YVGDEAQSKRGIL 73 SGRTTGIVLDSGD 119 EKSYELPDGQVIT 165 IIAPPERKYSVWI
28 GDEAQSKRGILTL 74 RTTGIVLDSGDGV 120 SYELPDGQVITIG 166 APPERKYSVWIGG
29 EAQSKRGILTLKY 75 TGIVLDSGDGVTH 121 ELPDGQVITIGNE 157 PERKYSVWIGGSI
30 QSKRGILTLKYPI 76 IVLDSGDGVTHNV 122 PDGQVITIGNERF 168 RKYSVWIGGSILA
31 KRGILTLKYPIEH 77 LDSGDGVTHNVPI 123 GQVITIGNERFRC 169 YSVWIGGSILASL
32 GILTLKYPIEHGI 78 SGDGVTHNVPIYE 124 VITIGNERFRCPE 170 VWIGGSILASLST
33 LTLKYPIEHGIIT 79 DGVTHNVPIYEGY 125 TIGNERFRCPETL 171 IGGSILASLSTFQ
34 LKYPIEHGIITNW 80 VTHNVPIYEGYAL 126 GNERFRCPETLFQ 172 GSILASLSTFQQM
35 YPIEHGIITNWDD 81 HNVPIYEGYALPH 127 ERFRCPETLFQPS 173 ILASLSTFQQMWI
36 IEHGIITNWDDME 82 VPIYEGYALPHAI 128 FRCPETLFQPSFI 174 ASLSTFQQMWITK
37 HGIITNWDDMEKI 83 IYEGYALPHAIMR 129 CPETLFQPSFIGM 175 LSTFQQMWITKQE
38 IITNWDDMEKIWH 84 EGYALPHAIMRLD 130 ETLFQPSFIGMES 176 TFQQMWITKQEYD
39 TNWDDMEKIWHHT 85 YALPHAIMRLDLA 131 LFQPSFIGMESAG 177 QQMWITKQEYDEA
40 WDDMEKIWHHTFY 86 LPHAIMRLDLAGR 132 QPSFIGMESAGIH 178 MWITKQEYDEAGP
41 DMEKIWHHTFYNE 87 HAIMRLDLAGRDL 133 SFIGMESAGIHET 179 ITKQEYDEAGPSI
42 EKIWHHTFYNELR 88 IMRLDLAGRDLTD 134 IGMESAGIHETTY 180 KQEYDEAGPSIVH
43 IWHHTFYNELRVA 89 RLDLAGRDLTDYL 135 MESAGIHETTYNS 181 EYDEAGPSIVHRK
44 HHTFYNELRVAPE 90 DLAGRDLTDYLMK 136 SAGIHETTYNSIM 182 DEAGPSIVHRKCF
45 TFYNELRVAPEEH 91 AGRDLTDYLMKIL 137 GIHETTYNSIMKC
46 YNELRVAPEEHPT 92 RDLTDYLMKILTE 138 HETTYNSIMKCDI
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